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ABREVIATURAS  
 
1-DE:   Electroforesis monodimensional 
2-DE:   Electroforesis bidimensional 
Aa:   Aminoácido  
Ac:   Anticuerpo 
ADN:   Ácido desoxirribonucleico 
ADNmt:  ADN mitocondrial 
ADNn:   ADN nuclear 
ADNr:   ADN ribosómico 
Ag:   Antígeno 
ALS:   Surfactante ácido-lábil 
AMT:   Etiqueta de masa y tiempo exacta 
AOAC:   Asociación científica dedicada al análisis de excelencia 
APS:   Persulfato amónico 
ARN:   Ácido ribonucleico 
ARNm:  ARN mensajero 
BLAST: Programa bioinformático de alineamiento de secuencias de tipo local 
BSA:   Albúmina de suero bovino 
CBB:   Azul brillante de Coomassie 
CE:   Electroforesis capilar 
CHCA:    α-ciano-4-hidroxicinámico 
CID:   Disociación inducida por colisión 
Da:   Dalton (unidad de masa atómica) 
DE:   Exclusión dinámica 
DESI:   Desorción/ionización por electrospray 
DHB:   Ácido 2,5-dihidroxibenzoico  
DIGE:   Electroforesis diferencial en gel 
DTT:   Ditiotreitol 
ECD:   Disociación por captura de electrones 
ELISA:   Inmunoensayo enzimático   
ETD:   Disociación por transferencia de electrones 
ESI:   Electrospray o electronebulización 
ExPASy: Sistema experto de análisis de proteínas  
FAO: Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación 
FDA:   Administración de Alimentos y Medicinas 
FDR: Tasa de error o porcentaje de asignaciones falsas  
FWHM:  Anchura de pico a media altura 
FT:  Transformada de Fourier 
FTICR: Espectrómetro de masas de resonancia ciclotrónica de iones por 
Transformada de Fourier 
HIFU: Ultrasonidos de alta intensidad focalizados 
HPLC: Cromatografía líquida de alta eficacia 
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HUGO: Organización del Genoma Humano 
ICAT: Marcaje isotópico diferencial  
ICR: Resonancia ciclotrónica de iones  
IEF:   Isoelectroenfoque o enfoque isoeléctrico 
IMAC:   Cromatografía de afinidad por iones metálicos inmovilizados 
IPG:   Gradiente inmobilizado de pH 
IRMPD:  Disociación por infrarrojo multifotón 
IT:   Trampa iónica 
iTRAQ: Marcaje isotópico diferencial para la cuantificación absoluta y relativa 
LC:   Cromatografía líquida 
LC-MS: Cromatografía líquida acoplada a un equipo de espectrometría de masas  
LIT:   Trampa iónica lineal 
mAc:   Anticuerpo monoclonal 
M:   Molar  
MALDI: Ionización/desorción por láser asistida por matriz 
MeOH: Metanol  
Mr:   Masa molecular relativa 
MS:   Espectrometría de masas 
MS/MS:  Espectrometría de masas en tándem 
MSn:   Espectrometría de masas en tándem múltiple 
MudPIT:  Tecnología multidimensional de identificación de proteínas 
m/z:   Relación masa/carga 
NCBI:   Centro Nacional para la Biotecnología y la Información 
NCBInr:  Base de datos no redundante del NCBI 
NDK:   Nucleósido difosfato quinasa 
nESI:   Nanoelectrospray o nanospray  
pAcs:   Anticuerpos policlonales 
PAGE:   Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PCR:   Reacción en cadena de la polimerasa 
PFF:   Huella de fragmentación peptídica 
pI:   Punto isoeléctrico 
PMF:   Huella o mapeo de masas peptídicas  
PMFS:   Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo 
ppm:   Partes por millón 
PRVB:   Parvalbúmina 
PTM:   Modificación postraduccional 
PSD:   Decaimiento post-fuente; Descomposición metaestable  
Q:   Cuadrupolo 
RP:   Fase reversa  
SA:   Ácido sinapínico  
SCX:   Intercambio catiónico fuerte  
SDS:   Dodecil sulfato sódico 
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SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con 
SDS 
SELDI: Ionización/desorción por láser en superficie 
SILAC: Marcaje de cultivos celulares con aminoácidos marcados con isótopos 
estables 
SIM:    Monitorización de un ión seleccionado 
SIRM: Monitorización de la reacción de un ión seleccionado 
SMIM: Monitorización de la fragmentación de un ión seleccionado 
SNP: Polimorfismo de un solo nucleótido 
SORI-CID: Irradiación sostenida sin resonancia con disociación inducida por colisión 
SSP: Número estándar de spot 
SWISS-PROT:  Base de datos proteica del Istituto suizo de Bioinformática 
TEMED:  N’N’N’N’-tetra-metil-etilendiamina 
TFA:  Trifluoroacético 
Th:  Thomson, unidad de m/z  
TOF:  Tiempo de vuelo 
Tricina:  N-tris(hidroximetil)metilglicina 
Tris:   N-tris(hidroximetil)aminometano 
TrEMBL:  Base de datos de proteínas traducidas del EMBL 
Tris:   Trizma base (Hidroximetil aminometano) 
UPGMA:  Agrupamiento pareado no ponderado utilizando media aritmética 
UPLC:   Cromatografía líquida de ultra eficiencia 
UV:   Ultravioleta 
Vh:   Voltios-hora. 
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TABLA DE AMINOÁCIDOS 
 
Aminoácido Composición Estructura 
Masa 
monoisotópica 
(Da) 
Ión 
imonio 
(Da) 
Aa 
Isobárico 
Modificación 
frecuente 
Alanina 
(Ala, A) 
C3H5NO 
 
71,03711 44   
Arginina 
(Arg, R) 
C6H12N4O  
156,10111 129 GV  
Asparragina 
(Asn, N) 
C4H6N2O2 
 
114,04293 87 GG Deamidación 
Aspártico 
(Asp, D) C4H5NO3 
 
115,02694 88  Esterificación Hidroxilación 
Cisteína 
(Cys, C) C3H5NOS 
 
103,00919 76  Oxidación Reducción 
Fenilalanina 
(Phe, F) C9H9NO 
 
147,06841 120   
Glicina 
(Gly, G) 
C2H3NO 
 
57,02146 30   
Glutámico 
(Glu, E) C5H7NO3 
 
129,04258 102  Esterificación Piroglutámico 
Glutamina 
(Gln, Q) 
C5H8N2O2 
 
128,05858 72 K, GA Deamidación 
Histidina 
(His, H) 
C6H7N3O 
 
137,05891 110  Oxidación 
Isoleucina 
(Ile, I) 
C6H11NO 
 
113,08406 86 L  
Leucina 
(Leu, L) 
C6H11NO 
 
113,08406 57 I  
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Aminoácido Composición Estructura 
Masa 
monoisotópica 
(Da) 
Ión 
imonio 
(Da) 
Aa 
Isobárico 
Modificación 
frecuente 
Lisina 
(Lys, K) C6H12N2O 
 
128,09496 72 Q, GA Acilación Hidroxilación 
Metionina 
(Met, M) C5H9NOS 
 
131,04049 104  Oxidación 
Prolina 
(Pro, P) C5H7NO 
 
97,05276 70  Hidroxilación 
Serina 
(Ser, S) 
C3H5NO2 
 
87,03203 60  Fosforilación Sulfonación 
Tirosina 
(Tyr, Y) C9H9NO2 
 
163,06333 136  Fosforilación Sulfonación 
Treonina 
(Thr, T) 
C4H7NO2 
 
101,04768 74  Fosforilación Sulfonación 
Triptófano 
(Trp, W) 
C11H10N2O 
 
186,07931 159 
GE, AD, 
SV 
Hidroxilación 
Valina 
(Val, V) C5H9NO 
 
99,06841 72   
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I. PROTEÓMICA ACTUAL: ESTRATEGIAS, METODOLOGÍAS Y 
LIMITACIONES 
 
Como primera aproximación, se podría definir a la Proteómica como la disciplina 
que comprende el conjunto de metodologías orientadas al análisis y estudio de proteínas 
a gran escala, incluyendo no sólo la identificación y cuantificación de las mismas, sino 
también el estudio de su localización, de sus modificaciones e interacciones y de sus 
funciones. Desde otra perspectiva, también puede considerarse a la Proteómica  como el 
conjunto de metodologías utilizadas para el estudio de un proteoma. 
El término “Proteoma” fue introducido por primera vez por Marc Williams en 1994, 
durante un congreso de electroforesis bidimensional en Siena. En aquel momento se 
definió como “el equivalente proteico de un genoma” y esa definición fue rápidamente 
aceptada como el análogo de la expresión del genoma. Un año más tarde, los mismos 
autores (Wasinger y col., 1995; Wilkins y col., 1996) concretaron mejor el término 
Proteoma, como “el conjunto de “PROTeínas” expresadas por el “genOMA” de una célula, 
tejido u organismo completo. Sin embargo, con el tiempo, este concepto ha sido 
matizado, debido a que el genoma de una célula u organismo completo es finito y 
estático a lo largo del tiempo; por el contrario, los proteomas son altamente dinámicos. 
Por estas razones hoy en día, se pueden encontrar diferentes definiciones, como la 
siguiente: 
“Un proteoma representa el conjunto de proteínas de un organismo, una célula, 
un orgánulo, etc, en definitiva de cualquier sistema biológico, en un determinado 
momento, bajo precisas y determinadas condiciones”. 
Así, especialmente para los organismos complejos, el número potencial de 
proteomas es esencialmente infinito. 
 
1. ASPECTOS GENERALES SOBRE PROTEÓMICA Y BIOLOGÍA DE 
SISTEMAS 
 
1.1. REVOLUCIÓN BIOLÓGICA DE LA ERA POSTGENÓMICA: DESDE LA BIOLOGÍA 
REDUCCIONISTA A LA BIOLOGÍA DE SISTEMAS  
 
“The problem of biology is not to stand aghast at the complexity but to conquer it” 
Sidney Brenner   
 
El 26 de Junio de 2000, los científicos Francis Collins y Craig Venter, anunciaron la 
presentación pública de la culminación del borrador de la secuencia completa del genoma 
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humano. Diez años antes había comenzado el mayor reto científico de los últimos 
tiempos, el Proyecto Genoma Humano. Este proyecto iniciado en 1990 y coordinado por 
Francis Collins, pretendía lograr la secuenciación completa del genoma humano, en un 
plazo de 15 años. A este proyecto se sumó el sector privado, de la mano de Celera 
Genomics Corporation, con Craig Venter a la cabeza. La carrera pública y privada, en la 
que estaban implicados casi más de 20 grupos de investigación de distintos países 
pertenecientes a la Organización del Genoma Humano (HUGO, The Human Genome 
Organization), y los grandes avances tecnológicos realizados en el campo de la 
genómica, redujeron en cinco años la estimación inicial del proyecto. Así en febrero de 
2001, el proyecto público aparecía publicado en la revista Nature (International Human 
Genome Sequencing Consortium, 2001), y el privado en Science (Venter y col., 2001). 
Se había secuenciado algo más del 90% del genoma humano, el cual sería completado 
dos años más tarde, en abril de 2003; el mismo año del 50 aniversario del 
descubrimiento de la doble hélice de ADN. 
Para la comunidad científica la consecución del genoma humano generó una 
auténtica revolución. La finalización de este proyecto fue el principio de un nuevo 
paradigma, lo que hoy se conoce como tecnologías –ómicas (del inglés -omics),  
particular neologismo del sufijo –oma (del inglés –ome), que en griego significa 
“conjunto”, “todo”, “completo”, como puede ser el caso del término genoma (material 
genético completo de un organismo). Bajo esta denominación, se agrupan una serie de 
tecnologías emergentes de alto rendimiento, que aumentan la eficiencia y productividad 
del estudio a gran escala de una serie de –omas, habiéndose desatado una carrera por 
añadir el sufijo –ómica a infinidad de aspectos biológicos, como pueden ser la genómica, 
proteómica, transcriptómica, metabolómica y otras. La finalidad de estas nuevas 
tecnologías es la de generar de manera eficiente toda la información y análisis posible 
sobre un determinado aspecto biológico.  
La consecución del Proyecto Genoma Humano también marca un cambio en la 
forma de estudiar y entender la biología (Ideker y col., 2001). La forma reduccionista o 
simplista de entender la biología del siglo XX ha quedado obsoleta. Debido 
principalmente a limitaciones técnicas, el método utilizado estaba basado en una 
aproximación “Bottom-Up” (de abajo hacia arriba), estudiando determinados sistemas 
biológicos a partir del examen de sus partes constituyentes. Todo el siglo XX, conocido ya 
como la “Era Molecular”, ha transcurrido bajo el gran paraguas del reduccionismo 
empírico y en cierta medida, también del reduccionismo fundamentalista. En una 
concepción mecanicista, el reduccionismo define al “todo” como la suma de sus partes. 
Describir las partes que conforman una máquina es el primer requisito para la 
comprensión de su funcionamiento. Así, la dinámica ha sido leída durante todo el siglo XX 
de manera unidireccional y lineal, marcada por el conocido dogma central de la biología 
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molecular, en el que el ADN se torna molde o eje de todo lo demás (ARN y proteínas). 
Sin embargo, la dinámica es compleja y multidireccional, es decir, todos los elementos 
dependen de todos y están en íntima relación con su entorno. Los sistemas biológicos 
son extremadamente complejos y presentan una serie de propiedades emergentes, que 
no pueden ser explicadas o predichas por el estudio de sus partes individuales. Así con el 
Proyecto Genoma Humano comienza una nueva y excitante era, la llamada “Era 
Postgenómica”, en la que se pretende dar sentido a tal cúmulo de información que han 
ofrecido y a día de hoy todavía están ofreciendo, las distintas ómicas. Marca un salto 
cualitativo y cuantitativo hacia un nuevo entendimiento en biología, es decir una Nueva 
Biología. El rasgo más característico de la nueva biología del siglo XXI es la de su escala 
más compleja. La pirámide de la complejidad de la vida (Figura 1) con sus distintos 
niveles de organización resume este nuevo paradigma (Oltvai y Barabási, 2002). 
 
 
Figura 1. Desde lo particular hasta lo universal. Fuente (Oltvai y Barabási, 2002). 
 
 Sin embargo, la integración de los distintos niveles solamente se logra de forma 
organizada con ciertas leyes o teorías que la rijan. Es por ello por lo que la comprensión 
de esta nueva escala, necesita de la suma de distintas disciplinas y de las distintas 
técnicas innovadoras. Aunque los retos que se plantean no tienen nada de nuevo, lo que 
sí cambia es el enfoque metodológico a seguir, en buena medida gracias al progreso 
tecnológico. Un tránsito de la linealidad a la globalidad. Para construir un nuevo 
entendimiento, completo y profundo de los complejos sistemas vivos se establece por 
tanto una visión holística, “el todo no puede ser determinado o explicado como la suma 
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de sus componentes”. Así un nuevo paradigma interdisciplinario está dando lugar a una 
nueva revolución biológica, cuyo marco teórico es la Biología de Sistemas (Kitano, 2002). 
La Biología de Sistemas puede entenderse como una ciencia integradora, que 
tiende puentes entre los componentes y que se preocupa del estudio de los procesos 
biológicos utilizando un enfoque colectivo. La Biología de Sistemas implica el mapeo de 
rutas metabólicas, interacciones de moléculas, así como el estudio de las conexiones y 
circuitos intercelulares, tisulares y de organismo completo, todo ello integrado en un 
modelo informático y dirigido por una serie de leyes sistémicas (Biología de Redes, 
Network Biology; Barabási y Oltvai, 2004). Proporciona también la herramienta esencial 
y el marco teórico adecuado para el desarrollo de los modelos empleados en la Biología 
Sintética (In Silico Biology), dando lugar al diseño e ingeniería de sistemas biológicos 
complejos y de sus constituyentes (Palsson, 2000).  
Los argumentos hasta aquí expuestos, ponen de relieve que la Biología de 
Sistemas es inherente a un área multidisciplinaria en el que tienen cabida, además de 
biólogos y bioquímicos, otros profesionales y especialistas en matemáticas, informática, 
ingeniería en control automático, teoría de sistemas, etc. Así pues, la Teoría General de 
Sistemas o Teoría de Sistemas (Bertalanffy, 1950), podría ser el marco teórico más 
adecuado para el estudio y desarrollo de la Biología de Sistemas. Sin embargo, esta 
nueva revolución biológica adolece de un nuevo marco lingüístico donde se acomode la 
construcción histórica de las partes y los todos. Una necesidad de una nueva revolución 
en términos conceptuales, que dará lugar a la revisión de los conceptos tales como 
especie, organismo y evolución (Goldenfeld y Woese, 2007). La revolución biológica de 
esta Nueva Biología requerirá además de una moderna enseñanza de esta disciplina y de 
la figura de aquellos científicos generalistas de antaño, cuya visión integradora y 
profunda en los distintos campos de la ciencia, sin llegar a ser el científico especialista 
estricto, complementará y aunará los esfuerzos entre las distintas disciplinas. 
 
1.2. LA PROTEÓMICA EN LA BIOLOGÍA DE SISTEMAS 
 
De lo descrito en el apartado anterior, se puede inferir fácilmente que para 
emprender y comprender en su totalidad la Biología de Sistemas, es necesario un 
esfuerzo pluridisciplinario que integre conjuntamente tres marcos o enfoques principales: 
las Ciencias de la Información, las Ciencias de Sistemas y las Ciencias de la Vida (Figura 
2). Dentro de estas últimas, de forma multidireccional, emergen diversos nodos a un 
mismo nivel, íntimamente relacionados entre sí y que están constituidos básicamente por 
las principales tecnologías ómicas del momento (genómica, proteómica, transcriptómica, 
etc). Del mismo modo que la “cáscara de nuez” de Stephen Hawking, la Biología de 
Sistemas encerraría en su propia cáscara de nuez, el conjunto dinámico y complejo de 
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ciencias y tecnologías multidisciplinarias que gobernadas bajo leyes o teorías universales 
de la Teoría General de Sistemas, intentarían dar forma y comprensión a la vida. La 
Proteómica es una de ellas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Las “ómicas” y la Biología de Sistemas. 
 
1.3. ¿QUÉ ESTUDIA LA PROTEÓMICA? 
 
Los rápidos avances conseguidos en el campo de la genómica, están permitiendo 
la caracterización sistemática de las secuencias de nucleótidos de un número 
exponencialmente creciente de genomas de muy diversos organismos. En estos 
momentos, se ha completado y publicado la secuencia de 1012 genomas, que pertenecen 
a 43 arqueas, 717 bacterias, 206 virus y 46 eucariotas (Octubre de 2007; 
http://wit.integratedgenomics.com/). Sin embargo, el genoma completo de un 
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organismo es único y finito y da una idea virtual estática, ya que sólo se puede inferir su 
potencial funcional, pero no describe los inmensos procesos dinámicos que concurren en 
la vida de un organismo. Por ejemplo, cada célula somática de la mariposa y su oruga 
ilustrada en la Figura 3, contienen una información genética idéntica; sin embargo, el 
fenotipo del organismo en ambas etapas de desarrollo es muy distinto. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Oruga y mariposa de Helicopis cupido Linnaeus, 1758. 
 
Por el contrario, el proteoma tiene un carácter dinámico, presentando una gran 
variabilidad estructural, funcional y cuantitativa, que junto con otros componentes, sus 
intrincadas redes y sus leyes sistémicas, dan lugar a los cambios observados a nivel 
fenotípico. Por consiguiente, el dogma central de la biología molecular, que prevaleció 
durante la segunda mitad del siglo pasado (Beadle y Tatum, 1941), no refleja toda la 
realidad. Aunque es cierto que un gen codifica una secuencia de aminoácidos, existen 
varios fenómenos que incrementan la variabilidad proteica. Uno de ellos es el fenómeno 
de “splicing” o empalme alternativo del ARNm. En eucariotas el fenómeno de splicing 
afecta a más del 40% de las proteínas de un organismo y consiste en la reordenación 
diferencial de las regiones codificantes conocidas como exones, dando lugar a más de 
una proteína a partir de un mismo gen (Newman, 1998). Junto a ellos, los fenómenos de 
reordenamiento somático (inmunoglobulinas) y los polimorfismos de un solo nucleótido 
(SNP, Single Nucleotide Polymorphim), incrementan en cierta medida dicha versatilidad. 
A estos fenómenos hay que sumarle los mecanismos de variabilidad proteica, surgidos de 
las posteriores alteraciones estructurales de las proteínas, mediante modificaciones 
postraduccionales (PTM, Post-Translational Modification), tales como, acetilaciones, 
fosforilaciones, glicosilaciones, y metilaciones, que modulan su función biológica. Se 
calcula que alrededor de un 10% de genes codifican para proteínas cuya función es 
modificar otras proteínas, pudiéndose generar más de 300 tipos diferentes de PTMs 
(Aebersold y Goodlett, 2001; Jensen, 2004). Asimismo, durante la conversión de la 
información genética en proteínas, concurren distintos mecanismos de regulación 
diferencial, mediados por distintos factores de transcripción y traducción, que ajustan la 
cantidad relativa de proteínas individuales en una célula (Jansen y col., 1995). 
Igualmente, la variabilidad en la expresión proteica depende de la vida media de cada 
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proteína, del tiempo de residencia de éstas en el interior de una célula o compartimento 
celular y de los fenómenos de translocación intra y extracelulares (Colledge y Scott, 
1999; Kirschner, 1999). Por esta razón, la medición de la expresión de ARNm no 
suministra valores fiables, de los cuales se deduzca la abundancia y presencia de las 
proteínas traducidas. Además, todo este complejo proceso está interconectado y 
modulado por parámetros exógenos. Tanto la expresión génica como las PTMs están 
influenciadas por fenómenos de epigénesis, es decir, y por extensión a la Biología de 
Sistemas, por aquellos mecanismos que permiten a un determinado individuo modificar 
ciertos aspectos de su estructura interna o externa, como resultado de la interacción con 
su entorno inmediato. Se estima que el genoma humano contiene unos 20.000-25.000 
genes (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004), comunes a los 10 
trillones de células somáticas. Cada gen podría estar implicado, por término medio, en la 
síntesis de unas diez proteínas diferentes (Wilkins y col., 1996; Jensen, 2004). 
Asumiendo que en un individuo adulto, se conocen hasta el momento alrededor de 220 
tipos distintos de células especializadas y unos 20 tipos distintos de células madre y que, 
en una única célula se pueden expresar alrededor de unos 5.000 a 10.000 genes, el 
proteoma de una sola célula estaría constituido por unas 30.000-80.000 proteínas y, por 
ende, el proteoma humano estaría constituido por unos 1,8 millones de proteínas 
diferentes (Jensen, 2004). Se trata por tanto, de todo un proceso dinámico (tanto 
espacial como temporal), que da lugar a una infinidad de expresiones proteicas, que 
cooperan entre sí, en un determinado y complejo proceso fisiológico. 
Todos los hechos o razones expuestos hasta aquí, no hacen otra cosa que poner 
de manifiesto la gran complejidad y numerosos aspectos que son o pueden ser objeto de 
investigación dentro del término Proteómica, entre los cuales se incluye la identificación 
del repertorio de proteínas de un determinado sistema biológico, de su rango de 
concentración, estudios de expresión proteica diferencial, estudios de localización y 
compartimentalización de proteínas, interacciones con otras proteínas, modificaciones 
postraduccionales, análisis estructural y funcional, así como las alteraciones inducidas 
por estímulos externos (Graves y Haystead, 2002). Todo ello, en un determinado 
momento y bajo unas determinadas condiciones. Así pues, el espectro de estudio de la 
Proteómica se puede compartimentalizar en cuatro grandes áreas: 
 
• Proteómica de expresión 
• Proteómica de expresión diferencial 
• Proteómica de interacciones, estructural o de mapa celular 
• Estudio de modificaciones postraduccionales o modificómica 
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1.3.1. PROTEÓMICA DE EXPRESIÓN  
 
La proteómica de expresión tiene como finalidad la caracterización y cuantificación 
a gran escala de los componentes de un determinado proteoma, ya sea de un organismo, 
tejido, célula, o de alguno de sus compartimentos, bajo determinadas condiciones y en 
un determinado momento. Como ya se ha mencionado, el análisis del ARNm no es un 
reflejo directo del contenido proteico de un determinado sistema biológico, ya que está 
sujeto a un control transcripcional y traduccional en donde el splicing alternativo y otros 
procesos, dan lugar a que a partir de un mismo gen se generen distintas proteínas. La 
proteómica de expresión refleja adecuadamente el perfil proteico real, tanto a nivel 
cualitativo como cuantitativo. Sería como una imagen fotográfica de un determinado 
proteoma en un preciso instante, sin necesidad de inferir su composición a partir de la 
expresión de sus genes. 
 Esta caracterización directa permite la catalogación de los proteomas y la 
construcción de bases de datos. En los últimos años, la bioinformática ha experimentado 
un gran auge como disciplina de soporte para la gestión de la información y el 
conocimiento de los datos que aporta la proteómica y otras ómicas. Sin embargo, los 
errores en la identificación de proteínas son ampliamente apreciados, por lo que se han 
expuesto una serie de guías para la publicación de estos datos (Carr y col., 2004).  
Los estudios de proteómica de expresión a menudo no están marcados por una 
hipótesis de trabajo, sino que es a partir de los resultados obtenidos cuando se generan 
las hipótesis.  
 
1.3.2. PROTEÓMICA DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL 
 
La proteómica de expresión diferencial tiene como objetivo la identificación y/o 
cuantificación de los componentes de un proteoma que sufren cambios estables o 
transitorios, como consecuencia de alteraciones en su estado fisiológico, patológico, 
cambios en su entorno, situaciones de estrés, administración de drogas o señales 
bioquímicas. Normalmente se realizan estudios comparativos de dos o más estados 
diferentes de un mismo sistema particular. Este tipo de proteómica permite caracterizar 
las proteínas que intervienen en esos procesos (caracterización del mecanismo 
molecular, identificación de dianas farmacológicas, etc), o que resultan afectadas por los 
mismos, dando lugar a cambios de expresión que puedan ser característicos de dicho 
proceso (identificación de marcadores diagnósticos y pronóstico) (Banks y col., 2000). 
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1.3.3. PROTEÓMICA DE INTERACCIONES, ESTRUCTURAL O DE MAPA CELULAR 
 
La proteómica de interacciones estudia las interacciones entre proteínas y la 
dinámica de los complejos macromoleculares. Estos proyectos responden a la noción 
cada vez más extendida de que las proteínas no actúan de forma aislada sino a través de 
grandes complejos macromoleculares. Mediante este tipo de proyectos, aplicados de 
forma sistémica, se pretende la construcción de un mapa físico de las interacciones 
existentes entre todas las proteínas de una célula; de ahí la denominación de 
“proteómica de mapa celular” (Blackstock y Weir, 1999). Un ejemplo de proteómica 
estructural o de mapa celular es el análisis del complejo del poro nuclear (Rout y col., 
2000), del proteasoma (Verma y col., 2000), o de una levadura completa (Gavin y col., 
2002). La evidente complejidad de estos mapas sugiere que la funcionalidad de las 
proteínas no debe considerarse de forma aislada, sino dentro de una red global de 
componentes que interactúan mútuamente. También se utiliza el término “proteómica 
funcional” (Graves y Haystead, 2002) para referirse a diversas aproximaciones 
proteómicas, que permiten el estudio y caracterización de un grupo de proteínas 
determinado, suministrando así información importante sobre su función. El análisis de 
su secuencia aminoacídica, los estudios estructurales y sus interacciones son útiles para 
inferir las funciones de muchas proteínas. Ejemplos de ello, son los estudios de 
transducción de señales y los mecanismos de interacción proteína-fármaco. 
 
1.3.4. ESTUDIO DE MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES O MODIFICÓMICA 
 
Muchas de las PTMs que pueden sufrir las proteínas, rigen su función, estructura y 
localización. Como mencionamos anteriormente, las proteínas pueden ser modificadas 
postraduccionalmente en respuesta a una amplia variedad de señales intracelulares y 
extracelulares (Hunter, 1995). Se han descrito alrdededor de más de 300 tipos de PTMs 
diferentes (Aebersold y Goodlett, 2001; Jensen, 2004). Estas pueden ser tanto estáticas 
como reversibles, y su determinación no puede ser predicha únicamente a partir de su 
correspondiente secuencia codificante. Muchas de estas PTMs, como la fosforilación y la 
glicosilación, presentan un papel relevante en la transducción de señales, regulación de 
procesos celulares, biomarcadores clínicos, y dianas terapéuticas, lo que ha llevado al 
desarrollo de técnicas específicas para su reconocimiento y cuantificación, así como para 
la localización de los residuos específicos donde éstas tienen lugar. 
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2. ESTRATEGIAS DE ESTUDIO EN PROTEÓMICA 
 
El esquema general de análisis de un proteoma implica una primera etapa de 
preparación de la muestra, una segunda de separación de los analitos, un análisis de 
éstos por espectrometría de masas (MS, Mass Spectrometry) y finalmente un análisis 
exhaustivo de los datos que se han obtenido. Todas estas etapas desembocan en la 
caracterización y/o cuantificación de las proteínas contenidas en la muestra original. 
De forma paralela al nuevo entendimiento sistémico que la Nueva Biología del 
siglo XXI está demandando, a día de hoy, la Proteómica está viviendo animosa entre dos 
tipos de estrategias de estudio (Figura 4): 
  
• Estrategia o proteómica Bottom-Up (analiza las partes: péptidos) 
• Estrategia o proteómica Top-Down (analiza los todos: proteínas intactas) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Estrategias Bottom-Up y Top-Down en proteómica. 
 
Aunque todavía no existe consenso científico en cuanto a una correcta definición 
de ambas estrategias, la diferencia metodológica que actualmente tiene más adeptos, 
reside en que ambas estrategias se diferencian en función de “que es lo que se está 
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analizando”, por un lado “las partes”, o péptidos (Bottom-Up), y por la otra “los todos” 
o las proteínas (Top-Down). Esta diferencia obedece especialmente a que durante años 
y todavía hoy en día, trabajar con péptidos, ofrecía ciertas ventajas metodológicas con 
respecto al análisis de proteínas intactas. Sin embargo, la pérdida irremisible de parte de 
la información contenida originalmente a nivel de proteína, ha dado lugar al 
planteamiento de nuevos desarrollos y mejoras metodológicas, para lograr un adecuado 
análisis y caracterización de las proteínas intactas. Estos prometedores avances podrían 
dar lugar a que en un futuro, se concurra en una nueva revolución dentro de la propia 
disciplina de la proteómica. De momento vivimos una etapa en donde ambas estrategias, 
tanto Bottom-Up como Top-Down, son compatibles, complementarias y no excluyentes. 
 
2.1. ESTRATEGIA O PROTEÓMICA BOTTOM-UP 
 
La estrategia Bottom-Up se basa en la identificación de las proteínas de interés, a 
partir del estudio de sus péptidos, mediante dos aproximaciones diferentes (Figura 4): 
 
• Aproximación clásica  
• Aproximación Shotgun o de segunda generación 
 
2.1.1. APROXIMACIÓN CLÁSICA DE LA ESTRATEGIA BOTTOM-UP 
 
Aunque ciertas separaciones cromatográficas también podrían ser aplicadas para 
la obtención de una determinada fracción de proteínas, la aproximación clásica de la 
proteómica Bottom-Up comienza típicamente con la separación electroforética de la 
mezcla compleja de proteínas en geles de poliacrilamida de una (1-DE, One Dimensional 
gel Electrophoresis), o dos dimensiones (2-DE, Two Dimensional gel Electrophoresis). Las 
proteínas resueltas en el gel son entonces visualizadas utilizando distintas tinciones 
convencionales y seguidamente, los geles son escaneados y sometidos a análisis de 
imagen mediante diferentes programas informáticos desarrollados para tal fin. La 
caracterización e identificación de las especies proteicas de interés, se lleva a cabo 
mediante la digestión en gel con enzimas, tales como la tripsina, y los péptidos así 
formados son analizados mediante MS. En la mayoría de los casos, pero no siempre, se 
recurre a la separación de la mezcla de péptidos, por medio de sistemas de 
cromatografía líquida (LC, Liquid Chromatography) acoplada a los equipos de MS. La 
identificación de la proteína original se lleva a cabo a partir de la comparación e 
interpretación adecuada del mapa de péptidos o huella peptídica (PMF, Peptide Mass 
Fingerprinting), o bien a partir del espectro de fragmentación de uno o más de sus 
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péptidos, frente a los valores teóricos calculados a partir de los datos contenidos en las 
bases de datos (digestión in silico) (ver epígrafe 3.2.3 de la Introducción). 
Esta estrategia “clásica” es la más utilizada hasta el momento, principalmente en 
estudios de proteómica de expresión y proteómica de expresión diferencial. Se trata de 
una aproximación basada normalmente en la separación mediante geles 2-DE, que ofrece 
una buena resolución y compatibilidad aunque adolece de reproducibilidad, es difícil de 
estandarizar y automatizar, y no permite el análisis de todos los componentes de un 
determinado proteoma, ya que presenta un rango dinámico limitado. 
 
2.1.2. APROXIMACIÓN SHOTGUN DE LA ESTRATEGIA BOTTOM-UP 
 
La segunda aproximación de la estrategia Bottom-Up, está basada en la 
tecnología multidimensional de identificación de proteínas (MudPIT, Multi Dimensional 
Protein Identification Technology), propuesta por el grupo de Yates en 1999 (Link y col., 
1999; Washburn y col., 2001). El término Shotgun (del inglés, escopeta), se refiere al 
estudio de las proteínas contenidas en una muestra a partir del análisis directo y rápido 
de la mezcla compleja de péptidos resultantes de su digestión enzimática (Wu y 
MacCoss, 2002). En esta aproximación, se emplean digestiones peptídicas completas, 
obtenidas a partir de mezclas de proteínas, sin necesidad de una separación previa 
mediante 2-DE u otro procedimiento cromatográfico. Posteriormente, la mezcla de 
digeridos peptídicos se somete a separaciones cromatográficas multidimensionales, 
acopladas en una última etapa, a un espectrómetro de masas como detector. Éste 
finalmente induce la fragmentación de los péptidos, conforme van eluyendo de la 
columna. Típicamente la separación se realiza en dos dimensiones, atendiendo a dos 
propiedades diferentes de los péptidos, primero según su carga, utilizando para ello una 
LC de intercambio catiónico fuerte (SCX, Strong Cation eXchange) y posteriormente 
según su hidrofobidad, empleando una LC en fase reversa (RP, Reverse Phase). Sin 
embargo, si la suma de péptidos a analizar no es muy compleja, el análisis Shotgun 
puede ser realizado sirviéndose simplemente de una única separación cromatográfica, 
normalmente utilizando una LC en RP. Finalmente, se realiza la comparación 
bioinformática de las fragmentaciones obtenidas frente a las fragmentaciones in silico de 
las proteínas contenidas en las bases de datos, lo que da lugar a la identificación de los 
péptidos y consecuentemente de las proteínas presentes en la muestra de partida. 
Mediante esta metodología Link y col. (1999) identificaron 1.484 proteínas diferentes de 
un proteoma de Haemophilus influenza, en un único experimento, y de forma 
automática, mientras que el mismo proteoma, analizado mediante un típico experimento 
de proteómica Bottom-Up clásica, solamente permitió la identificación de 502 proteínas 
diferentes (Langen y col., 2000). 
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La diferencia con respecto a la aproximación clásica, estriba no sólo en el mayor 
número de proteínas identificadas (mayor rango dinámico), sino también en el mayor 
grado de automatización y menor tiempo de realización. Estas técnicas permiten llevar a 
cabo estudios de expresión diferencial con isótopos estables, así como la identificación a 
gran escala de los componentes de distintos proteomas, complejos de proteínas, y otros. 
 
2.2. ESTRATEGIA O PROTEÓMICA TOP-DOWN 
 
La estrategia o proteómica Top-Down (de arriba hacia abajo), se centra 
exclusivamente en la caracterización e identificación de proteínas intactas a partir del 
análisis por MS de las mismas, sin necesidad de recurrir al análisis de sus péptidos 
(Kelleher, 2004; Bogdanov y Smith, 2005) (Figura 4). Esta aproximación identifica las 
proteínas determinando su masa molecular relativa (Mr) y/o junto con la fragmentación 
de los iones proteicos obtenidos, generando así información sobre su secuencia. Para 
ello, es necesario utilizar espectrómetros de masas de alta resolución, tales como el 
espectrómetro de masas de resonancia ciclotrónica de iones por Transformada de Fourier 
(FTICR, Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance) (Bagdanov y Smith, 2005), o las 
trampas iónicas tipo Orbitrap (Hu y col., 2005), capaces de aislar iones proteicos, 
determinar su envoltura isotópica e inducir su fragmentación. Esta estrategia confía 
también en la búsqueda mediante bases de datos, facilitando la interpretación de la 
secuencia y la identificación de la proteína de interés. Recientemente, Han y col. (2006) 
han demostrado la posibilidad de realizar estudios de proteómica Top-Down y obtener 
fragmentación altamente informativa a partir de proteínas mayores de 200 kDa. La 
proteómica Top-Down ofrece ciertas ventajas con respecto a la proteómica Bottom-Up a 
la hora de la detección de PTMs, sustituciones aminoacídicas, truncamientos, etc. 
Tanto la estrategia Bottom-Up, como la Top-Down, presentan una serie de 
ventajas y desventajas particulares. Aunque la estrategia Bottom-Up es la más sencilla y 
utilizada hasta el momento, desafortunadamente sólo una pequeña fracción de los 
péptidos de una muestra son normalmente detectados, y solamente una determinada 
fracción de los mismos da lugar a fragmentaciones útiles. La estrategia Bottom-Up es 
además una aproximación subóptima para la caracterización y detección de 
determinadas PTMs e identificación de isoformas.  Sin embargo, la proteómica Top-Down, 
proporciona un nivel de información del estado intacto de la proteína, que no se consigue 
con la proteómica Bottom-Up. No obstante, la separación mediante LC es más dificultosa, 
su análisis mediante MS y la interpretación de los resultados es más compleja, al mismo 
tiempo que requiere del uso de costosos instrumentos de MS de alta resolución y del 
desarrollo de nuevos algoritmos informáticos. Desafíos experimentales que en un futuro 
habrá que suplir, ya que la estrategia Top-Down proporciona un nivel de información del 
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estado intacto de la proteína que no lo consigue la proteómica Bottom-Up. Una 
aproximación híbrida es la más adecuada en este momento, en la que tanto las 
estrategias Bottom-Up como Top-Down se integren y se complementen unas a las otras, 
para dar lugar a un entendimiento más comprensivo. 
No obstante, no hay que olvidar que el gran avance actual, tanto de la proteómica 
Bottom-Up como de la proteómica Top-Down, se debe sobre todo, al gran desarrollo de 
la MS y al gran conocimiento y disponibilidad que ofrecen las bases de datos genómicas y 
proteómicas. La información que genera la MS se interpreta, con ayuda de algoritmos 
informáticos, utilizando como molde las secuencias descritas en las bases de datos. Sin 
embargo, para aquellos proteomas cuyas secuencias genéticas o proteicas no estén 
previamente registradas en las bases de datos, como puede ser el caso de ciertas 
especies marinas –principal objeto de estudio de esta tesis-, ambas estrategias aun 
siendo complementarias presentan una dificultad añadida, la de trabajar con un recurso 
todavía no identificado ni descrito. Lógicamente el problema se complica aún más si se 
opta por el análisis de proteomas no caracterizados, mediante métodos 
multidimensionales, supeditados a la fragmentación masiva de péptidos. En todos estos 
casos, la estrategia a seguir necesita de la secuenciación “de novo” de los péptidos 
(Bottom-Up) o de proteínas intactas (Top-Down), con el objeto de determinar su 
secuencia de aminoácidos completa, o al menos aquellos tags de secuencias susceptibles 
de dar información sobre el posible origen del péptido mediante análisis de homología. 
Actualmente, existen distintos programas automáticos diseñados para secuenciar 
péptidos de novo, a partir de la interpretación directa de sus espectros de fragmentación, 
sin embargo todavía se está lejos de la interpretación de novo de forma automática a 
partir de los datos Top-Down.    
 
3. TÉCNICAS EXPERIMENTALES Y HERRAMIENTAS PROTEÓMICAS 
 
Los estudios en Proteómica se basan en el uso consecutivo de una serie de 
técnicas, que suelen clasificarse en tres categorías: (i) herramientas para la separación 
de los componentes del proteoma; (ii) herramientas para la identificación, caracterización 
y cuantificación, de los componentes; y (iii) técnicas para el almacenamiento, 
procesamiento e interpretación de los resultados obtenidos. 
 
3.1. SEPARACIÓN DE LOS COMPONENTES DE UN PROTEOMA 
 
La elección de una adecuada preparación de la muestra debe ser lo más 
representativa posible del correspondiente proteoma real, ya que de ella dependerán 
todos los posteriores trabajos, resultados y conclusiones (Lottspeich, 1999; Graves y 
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Haystead, 2002). En este sentido, cada muestra debe ser optimizada específicamente, 
desde el material de partida, de acuerdo a su posterior análisis (Rabilloud, 1996; 
Bodzon-Kulakowska y col., 2007). El mejor procedimiento es aquel que sea lo más 
simple, completo y reproducible posible, para el cual tienen cabida distintas técnicas de 
homogenización, fraccionamiento y purificación, así como distintos tipos de detergentes, 
agentes reductores, enzimas, etc.  
Uno de los principales obstáculos asociados al análisis del proteoma, es el amplio 
rango dinámico de concentraciones proteicas que podemos encontrarnos. Así, en el 
plama humano, se pueden encontrar diferencias de más de 10 órdenes de magnitud, 
entre las proteínas menos abudantes, como las citoquinas (1-10 pg/mL), hasta las 
proteínas mas abundantes como la seroalbúmina (50 g/L) (Jacobs y col., 2005). Para 
solventar este problema, las proteínas más abundantes pueden ser eliminadas o la 
complejidad de la muestra puede ser reducida, mediante la utilización de distintas 
técnicas de fraccionamiento o enriquecimiento (Patterson, 2003; Garbis y col., 2005).  
Las principales técnicas de separación de los componentes de un proteoma son 
dos: las técnicas electroforéticas y las técnicas cromatográficas. 
 
3.1.1. TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS 
 
En la aproximación clásica de la proteómica Bottom-Up, típicamente la etapa 
inicial es la separación de los componentes del proteoma mediante 2-DE. Otras 
separaciones monodimensionales, como la electroforesis en geles de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE) o el 
isoelectroenfoque (IEF), también pueden ser comunes para la realización de esta primera 
etapa. 
 
a) SDS-PAGE 
 
Para algunas aplicaciones proteómicas la electroforesis en geles SDS-PAGE, 
desarrollada hace 35 años por Laemmli (Laemmli, 1970) es el método de elección. Las 
proteínas son solubilizadas utilizando típicamente agentes desnaturalizantes tales como 
el SDS, que en presencia de calor favorece la completa desnaturalización de las 
proteínas. El SDS es un detergente aniónico muy potente que se une a las cadenas 
polipeptídicas con una relación de una molécula de SDS, por cada dos aminoácidos de la 
cadena (Pitt-Rivers y Impiombato, 1968). Esta unión masiva de moléculas de SDS 
bloquea la carga propia de la molécula proteica y le confiere al complejo una carga neta 
negativa, proporcional a su masa molecular relativa (Mr). La separación por tanto del 
método SDS-PAGE, es proporcional solamente a la Mr, pues todas las especies proteicas 
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tienen la misma carga por unidad de masa. Una vez revelado el gel mediante distintas 
tinciones convencionales (azul de Coomassie, nitrato de plata, etc), se puede determinar 
la Mr de una muestra problema por comparación con un patrón de Mr conocidas, ya que 
sus movilidades electroforéticas son funciones lineales del logaritmo de su Mr (Ferguson, 
1964). Es una técnica sencilla, rápida y  barata, que permite la separación de cadenas 
polipeptídicas con una Mr entre los 10 y los 300 kDa. Sin embargo, cuando se trata de 
resolver mezclas complejas, este método presenta una serie de inconvenientes, ya que 
no permite resolver más de 80-100 especies proteicas en un mismo gel (López, 2007a). 
Además, aunque para la amplia mayoría de los casos, la estimación del valor de Mr es 
razonablemente precisa, se puede llegar a encontrar un error estándar de un ±10% 
debido a aquellas proteínas que presentan un comportamiento anómalo frente al SDS, 
como se ha descrito en el caso de ciertas glicoproteínas (Segrest y col., 1971), proteínas 
con gran cantidad de aminoácidos ácidos o básicos (Panyim y Chalkley, 1969; Bryan, 
1989), proteínas con un alto contenido en prolina y polipéptidos menores de 10 kDa. 
 
b) IEF 
 
El IEF se basa en el desplazamiento de moléculas cargadas en un gradiente de pH. 
Los aminoácidos por su propiedad anfotérica pueden protonarse o desprotonarse 
atendiendo al pH del medio. En un medio básico, los grupos ácidos se cargan 
negativamente y en un medio ácido, los grupos básicos son cargados positivamente, 
siendo la carga neta de la proteína la suma de todas las cargas negativas y positivas. 
Cuando se aplica un campo eléctrico, los compuestos proteicos cargados migran hacia los 
electrodos con signo opuesto a su carga neta. El pH al cual la proteína no presente carga 
neta y por tanto donde ésta termina de migrar en el gel, se conoce como punto 
isoeléctrico (pI). 
Para lograr formar el gradiente de pH, en los años 70 el IEF se realizaba utilizando 
una mezcla de derivados sintéticos de compuestos anfotéricos, llamados anfolitos 
transportadores (Svenson, 1961; O’Farrell, 1975). Estos compuestos de baja Mr (<1kDa) 
y altamente hidrofílicos, formaban un gradiente de pH continuo en función de su carga 
neta al aplicar un campo eléctrico. Dicha técnica presentaba una serie de limitaciones 
como consecuencia del efecto electroendosmótico de la deriva catódica, de la 
discontinuidad en los gradientes, de la variabilidad entre lotes de anfolitos y de la 
cantidad limitada de carga (Righetti y Drysdale, 1973). Obviamente, estos 
inconvenientes condicionaban la reproducibilidad y la resolución de la técnica, 
dificultando la adecuada separación de aquellas proteínas con un pI muy extremo.  
En los años 80 la técnica se mejoró en gran medida gracias a la introducción de 
los gradientes inmovilizados de pH (IPG, Immobilized pH Gradient) (Bjellqvist y col., 
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1982). Estos gradientes se basan en el empleo de un número limitado de componentes 
químicos tamponados bien definidos, conocidos como inmovilinas. Se trata de fijar los 
gradientes de pH, copolimerizando estos compuestos a la poliacrilamida del gel. Esta 
unión covalente de los anfolitos al gel, reduce la deriva catódica e incrementa la 
reproducibilidad de la técnica. Otra importante ventaja, es la posibilidad de poder cargar 
mayor cantidad de proteína en el gel, facilitando la posterior caracterización de la 
muestra obtenida a partir de geles preparativos. Actualmente se comercializan geles y 
tiras de IPGs ya preparados de distintos tamaños (7-24 cm) y rangos de gradientes de 
pH (estrechos -1 unidad de pH-, medios -3 a 5 unidades de pH-, y amplios -7 a 9 
unidades de pH-). Se alcanzan excelentes resoluciones (∆pI=0,001), se mejora la 
resolución de aquellas proteínas poco abundantes y se logra la separación de proteínas 
muy alcalinas (Görg y col., 2004). Una vez terminada la separación, se procede a la 
fijación de las proteínas en el gel y se visualizan típicamente mediante azul de Coomassie 
R-250 (Neuhoff y col., 1985). Se puede estimar el pI de una proteína problema, por 
comparación con una mezcla de proteínas estándar de pI conocidos. Consecuentemente 
las tiras IPGs son los métodos actuales de elección para realizar tanto el IEF analítico, 
como para el desarrollo de la primera dimensión de la 2-DE. 
 
c) 2-DE 
 
El procedimiento de la 2-DE desarrollado independientemente por O’Farrell (1975) 
y Klose (1975), es el método más utilizado para la separación de mezclas complejas de 
proteínas en gel. O’Farrell resolvió y detectó en un solo mapa 2-DE, alrededor de 1.100 
proteínas distintas, procedentes de un lisado de células de E. coli. Con los años, este 
método ha sido mejorado pudiéndose hoy en día, visualizar en un mismo gel 2.000-
3.000 especies proteicas diferentes.  
La 2-DE se basa en una primera separación de las proteínas en función de su pI, 
denominada “primera dimensión” (IEF), seguida de una segunda separación en función 
de la Mr, denominada “segunda dimensión” (SDS-PAGE). La alta resolución de esta 
técnica se debe a que las dos separaciones son ortogonales y se basan en parámetros 
independientes. La innovación clave de la 2-DE fue el desarrollo de los geles IPGs para la 
primera dimensión (Bjellqvist y col., 1982). Este sistema ha dado lugar a una mejora en 
la resolución y reproducibilidad de los geles, así como la posibilidad de incrementar la 
cantidad de proteína que puede ser cargada. Asimismo, la reproducibilidad conseguida 
por los IPGs ha hecho posible la comparación de los mapas 2-DE tanto intra- como inter-
laboratorios (Görg y col, 2004).  
Para la visualización de las especies proteicas en los geles 2-DE existen distintos 
métodos directos o indirectos (Miller y col., 2006): tinción directa con azul brillante de 
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Coomassie (CBB) (límite detección 50-100 ng proteína), tinción con CBB coloidal (8-10 
ng proteína), tinción inversa con cationes metálicos (10 ng proteína), con nitrato de plata 
(1 ng proteína), fluorescencia o marcaje radiactivo in vitro o in vivo (10-100 copias de 
proteína por célula), y los métodos inmunoquímicos como el Western Blot (Boyd-Kimball 
y col., 2006). El límite de detección de estos últimos depende del empleo de tinciones 
directas sobre las membranas (CBB, 1.000 ng proteína), o de la utilización de 
anticuerpos específicos marcados (0,1 pg proteína). La elección del método de detección 
depende de la cantidad y origen de la muestra, de sus posibilidades de marcaje y de la 
utilidad que se vaya a hacer de la misma. Así se han desarrollado métodos de tinción de 
plata compatibles con el posterior análisis mediante MS (Yan y col., 2000) y tinciones 
fluorescentes no covalentes, con alta sensibilidad también compatibles con la MS: SYPRO 
Ruby (Berggren y col., 2002) (1 ng proteína), SYPRO Red, SYPRO Orange y Tangerine (4 
ng proteína), Flamingo (0,5 ng proteína), Lightning Fast y Deep Purple (125 pg proteína), 
Cy2, Cy3, Cy5 (125 pg proteína), para el marcaje de proteínas generales (Patton, 2000), 
Pro-Q Emerald 488 para glicoproteínas (5-20 ng proteína) (Schulenberg y col., 2003) y 
Pro-Q Diamond para fosfoproteínas (1-2 ng proteína) (Steinberg y col., 2003). 
La principal aplicación de la 2-DE es la Proteómica de expresión diferencial, donde 
varias muestras pueden ser comparadas cualitativa y/o cuantitativamente. Ejemplos de 
esta técnica incluyen, la comparación de tejidos sanos y enfermos (Dunn, 2000) y de 
células tratadas o no con ciertas drogas o estímulos (Celis y col., 1999; Scheler y col., 
1999). La técnica DIGE (Differential In Gel Electrophoresis), desarrollada por Unlü y col. 
(1997), supone un gran avance en el análisis comparativo de la expresión diferencial de 
proteínas en gel. Esta tecnología se basa en el marcaje previo de las proteínas de cada 
una de las muestras a comparar con uno de los colorantes fluorescente cianina (Cy2, 
Cy3, Cy5). Posteriormente, se realiza la mezcla y separación mediante 2-DE en un 
mismo gel y se comparan las imágenes superpuestas obtenidas para cada uno de los 
fluorocromos. Dicha tecnología presenta una gran sensibilidad, minimiza la variabilidad 
gel a gel, disminuye el tiempo de análisis y permite una cuantificación precisa utilizando 
patrones internos marcados típicamente con Cy2 (Alban y col., 2003). Sin embargo, 
hasta el momento, dicha tecnología no permite realizar comparaciones en un mismo gel 
de más de tres muestras diferentes y aún siendo una tinción compatible su posterior 
análisis mediante MS, todavía presenta ciertos inconvenientes. 
El resultado de cualquier detección muestra la separación en el gel de una serie de 
“constelaciones” proteicas en determinadas posiciones del gel, conocidas como “spots”. 
Un gel típico puede separar adecuadamente unas 2.000-3.000 especies proteicas y los 
mejores pueden llegar a resolver hasta 11.000 spots (Klose y Kobalz, 1995). Para su 
análisis y comparación se han desarrollado una serie de sistemas de digitalización y de 
programas informáticos de análisis de imagen, tales como el PDQuest (Garrels, 1989) y 
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el Melanie (Appel y col., 1991). Asimismo también están disponibles en Internet una 
serie de bases de datos sobre 2-DE, como son la SWISS-2DPAGE y la SIENA-2DPAGE, a 
las que se puede tener acceso a través del portal ExPASy (http://expasy.org/).  
Aunque la principal aplicación de la 2-DE es la Proteómica de expresión 
diferencial, ésta también permite la detección de isoformas (Carrera y col., 2006a), la 
identificación de PTMs (Aksenov y col., 2001) y la realización de estudios de Proteómica 
estructural, en donde la 2-DE se utiliza para crear mapas de proteínas de determinados 
proteomas, como los de ciertos microorganismos (Shevchenko y col., 1996a), orgánulos 
celulares (Jung y col., 2000) o complejos de proteínas (Rappsilber y col., 2000). 
Sin embargo, la 2-DE tiene sus limitaciones: es una técnica muy laboriosa, 
requiere bastante tiempo y es difícil de automatizar (Rabilloud, 2002). Además, la 2-DE 
está limitada por el número y tipo de proteínas a resolver. Así las proteínas muy 
pequeñas se pierden durante los pasos de equilibrado entre las dos dimensiones y las 
muy grandes, tienen dificultades para entrar en el gel, al igual que ocurre con las 
proteínas muy hidrofóbicas que no entran bien en el gel durante la primera dimensión, 
aunque continuamente se están realizando nuevos avances técnicos para superar esta 
limitación (Kashino y col., 2007). La separación de las proteínas que son muy básicas o 
muy ácidas, también presenta una serie de problemas debido fundamentalmente a que 
sus pI están fuera de los rangos de pH disponibles para realizar la primera dimensión 
(pI<3, pI>10) (Görg y col., 2000). Otra limitación de la 2-DE es la detección de 
proteínas poco abundantes, puesto que los métodos de detección no permiten 
profundizar más de cinco órdenes de magnitud desde la tinción con Coomassie hasta el 
marcaje radiactivo. Sin embargo, como hemos visto en determinados proteomas 
podemos encontrar diferencias de más de 10 órdenes de magnitud. Todo ello hace que 
alrededor de un 20% del proteoma no pueda ser analizado de forma rutinaria por 2-DE 
(Abbott, 1999).  
A pesar de sus inconvenientes y al auge experimentado por las nuevas técnicas de 
separación multidimensional, la 2-DE sigue siendo una de las herramientas más 
poderosas para el análisis de proteínas, ya que proporciona al investigador la 
oportunidad de visualizar el conjunto de proteínas de un determinado proteoma, de 
forma simultánea, barata y sencilla. 
 
3.1.2. TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS 
 
La separación mediante LC permite separar tanto péptidos como proteínas en 
función de sus propiedades físicoquímicas, así como concentrar la muestra en columna, 
eliminar sales, detergentes y componentes no volátiles de la muestra. Los métodos 
cromatográficos más comunes en la separación de péptidos y proteínas utilizan sistemas 
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de LC de alta eficacia, rendimiento o alta presión (HPLC, High Performance Liquid 
Chromatography), que permiten separar los componentes de una mezcla basándose en 
diferentes tipos de interacciones físicoquímicas con la columna cromatográfica. Los tipos 
cromatográficos más utilizados son los siguientes: exclusión molecular, intercambio 
iónico, RP y afinidad. 
Como hemos mencionado anteriormente, la LC puede ser utilizada como método 
previo de fraccionamiento, sin embargo su utilización de forma acoplada a determinados 
equipos de MS (LC-MS), ha supuesto un auge en la caracterización y cuantificación de 
determinados proteomas. Actualmente, gracias al gran poder de resolución, 
reproducibilidad y compatibilidad con los equipos de MS, la mayoría de las separaciones 
cromatográficas se realizan en equipos de HPLC, utilizando columnas capilares de RP 
(~75 µm). Este tipo de cromatografía consigue una buena separación de mezclas 
complejas de miles de péptidos o proteínas, y ha sido la más utilizada en infinidad de 
estudios de proteómica Bottom-Up clásica. Las nuevas columnas de titanio (Larsen y col., 
2005), las columnas recubiertas de anticuerpos (α-P-Tyr; α-P-Ser/Thr) (Blagoev y col., 
2003) o con iones metálicos inmovilizados (IMAC, Immobilized Metal-ion Affinity 
Chromatography) (Ficarro y col., 2002), están permitiendo el enriquecimiento y la 
detección específica de péptidos fosforilados. Asimismo, las columnas recubiertas con 
lectinas consiguen un mejor enriquecimiento y detección de gliocopéptidos (Kaji y col., 
2003). La separación cromatográfica utilizando columnas monolíticas, además de lograr 
separaciones de péptidos y proteínas más eficientes, permiten la detección de PTMs con 
mayor rendimiento y de forma ultrarrápida (Hosoya y col., 2006).  
Aunque la LC monodimensional de péptidos y proteínas es la más utilizada, 
actualmente las técnicas high-througput (de alto rendimiento o productividad) están 
demandando nuevas mejoras y desarrollos que permitan una mayor resolución y un 
menor tiempo de análisis. Así, la LC multidimensional está suponiendo una gran mejora 
en la resolución de mezclas complejas de péptidos (Link y col., 1999), y constituye 
habitualmente la base de los estudios Shotgun. Típicamente, la LC multidimensional 
involucra dos separaciones ortogonales (SCX y RP) que pueden estar en línea o no, 
aunque para algunas aplicaciones especiales se pueden utilizar columnas de afinidad o de 
exclusión molecular para la primera dimensión.  
La aproximación híbrida, MudPIT (Washburn y col. 2001), en la que en una misma 
columna se han hibridado dos separaciones cromatográficas consecutivas, está siendo 
aplicada en infinidad de laboratorios. El principio básico de esta metodología es la 
utilización de una nanocolumna integrada por material necesario para la primera 
separación (SCX), seguida de material para la segunda separación (RP). Este 
procedimiento presenta una serie de ventajas, ya que presenta una excelente 
sensibilidad, las pérdidas peptídicas son mínimas, el número de péptidos identificados 
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para a una misma proteína es mayor, permite la identificación de miles de proteínas en 
un solo experimento, es fácilmente automatizable y logra una cuantificación muy precisa, 
cuando se emplean técnicas de marcaje isotópico estable (Gygi y col., 1999).  
Aunque la idea parezca sencilla, ya que el trabajo con péptidos puede ser más 
fácil que con proteínas enteras, no es menos cierto que la mezcla de péptidos que se 
genera en los análisis tipo Shotgun, es de por sí una muestra demasiado compleja para 
su interpretación y análisis. Si cabe aún más compleja puede llegar a ser, si en la 
muestra están presentes proteínas todavía no secuenciadas y descritas en las bases de 
datos. Claro está, esta aproximación se hace prácticamente imposible.  
Todavía existe poca variedad de tecnologías cromatográficas que logren una 
adecuada separación de proteínas enteras antes de su análisis mediante MS. Entre ellas, 
podemos destacar, el IEF capilar (Yang y col., 1998; Jensen y col., 1999a) y la LC en RP 
(Li y col., 1999; Lee y col., 2002). Su aplicación normalmente es en una sola dimensión, 
directamente acopladas a equipos de MS de alta resolución, como es el caso del FTICR. 
Sin embargo se han realizado intentos multidimensionales offline, mediante la utilización 
de geles de IEF preparativos (Zhu y col., 2003). Actualmente, se han incorporado nuevas 
mejoras, como la LC de ultra eficiencia (UPLC, Ultra Performance Liquid 
Chromatography), que reduce el tiempo de análisis y aumenta considerablemente la 
sensibilidad, velocidad y resolución de proteínas intactas. Es adecuada para aquellas 
situaciones, en las que se requiere una ultra sensibilidad como pueden ser estudios con 
cantidades limitadas de muestra (Shen y col., 2002). 
 
3.2. TÉCNICAS DE IDENTIFICACIÓN, CARACTERIZACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE 
LOS COMPONENTES DE UN PROTEOMA 
 
En los proyectos proteómicos la identificación de las proteínas es esencial. Es el 
primer paso para otros estudios que suponen en última instancia la caracterización 
funcional. Así tradicionalmente, las proteínas se han venido identificando por diferentes 
procedimientos, entre los que se incluyen, la secuenciación del extremo amino-terminal 
(N-terminal), detección con anticuerpos específicos, co-migración con proteínas 
conocidas, deleción de genes, etc. La secuenciación del extremo N-terminal o 
degradación enzimática de Edman (Edman, 1949), fue hasta los años 90, la técnica de 
elección más adecuada para este propósito. Esta técnica permite identificar proteínas 
enteras o fragmentos proteolíticos internos, bien directamente o previa transferencia a 
membranas (Aebersold y col., 1988). Pero dicha técnica presenta una serie de 
desventajas añadidas, ya que es una técnica lenta, muy laboriosa, consume reactivos 
caros y a lo sumo solamente permite obtener una secuencia de 40 aminoácidos, cuando 
el extremo N-terminal no está bloqueado. En ciertos casos, esta pequeña secuencia es 
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suficiente para identificar la proteína, pero en otros, debido a que sólo abarca ciertas 
partes de la misma, no permite la identificación de isoformas distintas, PTMs y 
mutaciones en la región no secuenciada.  
Debido a su rapidez, alta capacidad de análisis y su elevada sensibilidad y 
precisión, la MS se ha convertido en el método de elección para la identificación, 
caracterización y cuantificación de proteínas. La identificación a gran escala de proteínas 
utilizando esta técnica comenzó a realizarse a finales de los 80. La implantación de las 
nuevas técnicas de ionización suaves tales como el electrospray o electronebulización 
(ESI, Electrospray Ionization) (Yamashita y Fenn, 1984; Aleksandrov y col., 1985; 
Whitehouse y col., 1985; Fenn y col., 1989; Fenn y col., 1990) y el MALDI (Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization) (Karas y Hillenkamp, 1988) permitieron el estudio 
mediante MS de moléculas que, como las proteínas y péptidos, resultaban en la práctica 
imposibles de ionizar o volatilizar sin que estas fueran destruidas o deterioradas debido a 
su gran tamaño y polaridad. La importancia del desarrollo de ambas técnicas de 
ionización se hizo evidente en el año 2002 al concederles el Premio Nobel en química a 
John Fenn y Koichi Tanaka (Tanaka y col., 1988) por el desarrollo del ESI y la base para 
el posterior desarrollo del MALDI, respectivamente. Estos dos métodos de ionización 
revolucionaron completamente la aplicación de la MS a las biomoléculas y en apenas diez 
años la MS se convirtió en el método más poderoso para el análisis y la caracterización 
de péptidos y proteínas en proteómica.  
Este tipo de técnicas de ionización suaves fueron acopladas a distintos tipos de 
analizadores de masas -otra pieza clave del espectrómetro de masas- tales como el 
tiempo de vuelo (TOF, Time Of Flight), el cuadrupolo (Q, Quadrupole), las trampas 
iónicas (IT, Ion Trap) e instrumentos híbridos por combinación de los anteriores, como 
puede ser los QqQ (triple cuadrupolo), QqTOF, TOF-TOF, etc. En esta última década, las 
mejoras en el análisis mediante MS han incrementado en varios órdenes de magnitud la 
sensibilidad del método, pudiendo llegar a identificar proteínas con cantidades inferiores 
al fentomol (Andersen y Mann, 2000; Pandey y Mann, 2000). En la actualidad, la 
identificación de proteínas mediante MS ha reemplazado a la secuenciación de Edman 
como método de elección.  
 
3.2.1. ESPECTROMETRÍA DE MASAS (MS) 
  
La MS (Thomson, 1910) es una técnica analítica de alta sensibilidad, que permite 
producir iones en fase gaseosa a partir de moléculas orgánicas o inorgánicas, 
diferenciarlos en función de su relación masa/carga (m/z) y medir su intensidad. La 
unidad de m/z es el Thomson, abreviado Th (Cooks y Rockwood, 1991). Asimismo, 
también es posible aislar y fragmentar estos iones en fase gaseosa, produciendo iones 
                                                                                                               Introducción 
                                                                                                                                                      37
producto (espectro de fragmentación), cuyos valores de m/z son característicos de un 
determinado compuesto. Mediante esta técnica se puede determinar, de forma rápida y 
precisa, la Mr de una sustancia de interés, así como proporcionar una valiosísima 
información estructural de la misma. Por tanto, en los experimentos de MS se observan 
dos clases principales de iones: el ión molecular, que proporciona información sobre la Mr 
del compuesto y los iones fragmento o producto, que proporcionan información sobre la 
estructura molecular del analito. La Mr de un analito puede ser calculada de la relación 
m/z del ión molecular si conocemos su carga, mientras que la información estructural del 
analito puede ser derivada de las medidas de m/z de los iones fragmento. Por otro lado, 
la MS también permite otras aplicaciones como la determinación isotópica de uno o más 
elementos del compuesto, la cuantificación a partir del diseño de metodologías 
cuantitativas que utilicen los datos de MS, y el estudio de los fundamentos de la química 
en fase gaseosa, entre otras.  
Hoy en día, la MS se ha convertido en una de las herramientas más potentes para 
la caracterización de péptidos y proteínas. A grandes rasgos todos los espectrómetros de 
masas constan de tres partes esenciales. La fuente de iones, en la que se generan los 
iones gaseosos del analito (volatilización/ionización), el analizador de masas, donde los 
iones son acelerados y separados según su m/z y el detector. Los avances tecnológicos 
han contribuido en los últimos años al desarrollo de cada una de estas partes, existiendo 
hoy en día diversos tipos de fuentes y analizadores, que dan lugar a numerosas 
combinaciones y variedad de espectrómetros de masas. La fuente de iones y el 
analizador de masas, definen el tipo de instrumento. A continuación se exponen con más 
detalle los tipos de fuentes de ionización y analizadores de masas más utilizados en 
proteómica. 
 
a) Métodos de ionización, fuentes de iones 
 
Para que cualquier compuesto pueda ser analizado por MS es necesario que éste 
se convierta en un ión desolvatado en fase gaseosa. Como ya se comentó, los péptidos y 
proteínas presentan la desventaja de que es difícil que pasen a fase gaseosa sin 
descomponerse, siendo necesaria la utilización de técnicas de ionización suaves. 
Actualmente, son dos los métodos más utilizados para convertir moléculas grandes, 
polares y no volátiles en iones en fase gaseosa: 
 
• Electrospray o electronebulización (ESI) 
 
El diseño y funcionamiento de las fuentes de ionización ESI utilizadas en la 
actualidad, se basan en una sofisticada idea propuesta por Dole en los años 60 (Dole y 
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col., 1968) y que fue asentada hace más de 15 años por Fenn y colaboradores (Fenn y 
col., 1989). En los estudios de proteómica se suelen utilizar las fuentes de microESI en 
donde una disolución cargada (péptidos o proteínas acidificados) es nebulizada a presión 
atmosférica debido a la acción de un campo eléctrico a la salida de un capilar muy fino 
(75 μm) y a un flujo muy pequeño, formando un microspray (µL/min) (Emmett y 
Caprioli, 1994) (Figura 5). De esta forma, la disolución se dispersa en forma de un spray 
muy fino, formado por pequeñas gotas cargadas (<10 µm de diámetro) que contienen 
los iones de los analitos (Fenn y col., 1989). Estos iones pueden pasar a fase gaseosa a 
través de un proceso de desolvatación de las gotas o bien por desorción directa de los 
iones desde la gota, debido a la alta tensión electroestática (Fenn y col., 1989). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Esquema de una fuente de ionización tipo microESI. 
 
Este proceso de evaporación puede ser ayudado por calor y/o por un flujo de gas 
(N2). Es un proceso de ionización suave porque genera iones en fase gaseosa con poca 
energía residual, por lo que no se detectan fragmentaciones de las moléculas. Además, 
permite la producción de no solo iones de la molécula intacta, sino también de complejos 
formados a través de interacciones no covalentes. 
Los iones generados pueden estar protonados de forma múltiple y tanto el 
número como el tipo de iones producidos por ESI, reflejan directamente el equilibrio 
ácido-base existente en la disolución. El grado de carga de un determinado ión depende 
de su estructura (presencia de grupos ácidos o básicos) y del disolvente utilizado. En el 
caso de péptidos y proteínas, son los residuos básicos de His, Arg, Lys, Pro y el extremo 
N-terminal, los candidatos a protonarse. Cuando se ionizan por ESI péptidos procedentes 
de digestiones trípticas, los iones que suelen predominar son los doblemente cargados, 
aunque se pueden generar también iones con carga +1, +3 ó superiores. Dado que la 
tripsina rompe los enlaces peptídicos por el extremo carboxilo-terminal (C-terminal) de 
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las Lys y Arg, estos péptidos presentan al menos dos sitios básicos susceptibles de ser 
protonados: el extremo N-terminal y la cadena lateral de la Lys o Arg. Del mismo modo, 
también pueden generarse péptidos con más de dos cargas, debido al contenido interno 
de residuos de His, Arg, Lys y Pro. Dado que al aumentar el tamaño de un péptido 
aumentan también el número de residuos capaces de adquirir carga, la relación m/z de 
los iones producidos a partir de péptidos y proteínas, suelen encontrarse en el rango de 
800 a 2.000 Th (Figura 6). Este fenómeno permite el análisis de iones con Mr muy 
grandes, utilizando analizadores como los cuadrupolos o las trampas iónicas, que 
presentan un rango de separación limitado de unos pocos miles de Th.  
 
m/z= (M+n)/n 
 
Figura 6. Ecuación que describe la distribución de señales iónicas observadas por MS derivadas 
de una molécula de masa M que puede tomar n protones para generar iones con n cargas. 
 
Para obtener una ionización eficaz de muestras proteicas, es necesaria la 
eliminación previa de las sales, ya que éstas disminuyen considerablemente la 
sensibilidad del análisis. Para ello, se suelen utilizar separaciones cromatográficas 
monodimensionales o multidimensionales previas, acopladas directamente o no a los 
equipos de MS (Fijeys y col., 1996; Davis y Lee, 1998). Con este paso además se 
consigue una adecuada separación de los péptidos o proteínas contenidos en la muestra.  
Una mejora de la sensibilidad de la ionización ESI se obtuvo con el desarrollo de la 
ionización nanospray. La fuente de nanospray, desarrollada por el trabajo de Wilm y 
Mann (Wilm y col., 1996; Wilm y Mann, 1996), opera de forma similar a los principios del 
microESI, con la única diferencia de que trabaja con un flujo más bajo (5-10 nL/min) y 
utiliza un diámetro de capilar o aguja mucho menor (1-10 µm). Debido a que el flujo y el 
diámetro de salida de la aguja son menores, el spray estará formado por gotas mucho 
más pequeñas (<200 nm de diámetro). Además, el pequeño tamaño del spray hace que 
pueda entrar una mayor fracción de iones en el analizador de masas, con el consecuente 
considerable incremento de la sensibilidad, pudiéndose llegar a un límite de detección del 
orden de 50 attomoles. Además, el nanospray presenta otras ventajas, ya que reduce la 
cantidad de muestra consumida e incrementa el tiempo de análisis. Así, 1-2 µL de 
muestra permiten trabajar en modo nanospray durante horas, adquiriendo docenas de 
espectros (Shevchenko y col., 1996b). Con relación a las fuentes de microESI, el 
nanospray es una técnica más delicada debido a su propia miniaturización, pero es más 
tolerante con la composición y el pH del medio y permite pulverizar soluciones 
conteniendo hasta 0,1 M de sales, aunque es recomendable un desalado previo, por 
medio de unas pequeñas columnas de RP C18 tipo ZipTip (Millipore). 
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• Ionización/desorción por láser asistida por matriz (MALDI) 
 
Este método, desarrollado por Karas y Hillenkamp en 1988 en base a los 
resultados previamente obtenidos por Tanaka y col. en 1985, utiliza los pulsos de luz 
láser en la frecuencia del UV o del infrarrojo lejano, para ionizar o desorber una muestra 
que previamente ha “cocristalizado” con una sustancia llamada matriz (Figura 7). La 
matriz está constituida por moléculas orgánicas pequeñas que tienen dos funciones: la 
incorporación y dispersión de las moléculas de analito y la absorción de la energía de 
radiación para producir iones del analito a través de una serie de reacciones de tipo 
fotoquímico. Una de las condiciones necesarias es que la matriz sea capaz de tansferir 
protones a los analitos una vez que ambos estén en estado gaseoso. La absorción de 
energía por parte de la matriz, es convertida en energía de excitación y transferencia de 
protones a la muestra (ionización) dando lugar a iones monocargados estables, sin 
inducir su fragmentación –cada señal detectada corresponde en principio al ión molecular 
de una especie química-. También se pueden observar iones con dos o más cargas en el 
caso de proteínas con Mr >5 kDa. 
Las matrices más utilizadas para el análisis de péptidos o proteínas son el α-ciano-
4-hidroxicinámico (CHCA), el ácido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), y el ácido sinapínico 
(SA). El CHCA es el más utilizado para péptidos, pequeñas proteínas y glicopéptidos; el 
SA tanto para péptidos como para proteínas grandes y el DHB para péptidos, 
glicopéptidos, glicoproteínas y pequeñas proteínas. Existen distintas maneras de aplicar 
la muestra en la placa de MALDI, pero en todos ellos el objetivo final es producir la 
cristalización de la matriz, incluyendo en dichos cristales las moléculas aisladas del 
analito. Finalmente, en un sistema de alto vacío, se utilizan pulsos cortos (ns) de luz 
láser para ionizar la muestra. El MALDI es más tolerante con cierto tipo de impurezas y 
contaminantes (detergentes, TFA, urea, etc) que el ESI. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Esquema de la fuente de ionización MALDI. 
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Recientemente se han desarrollado fuentes de MALDI que operan a presión 
atmosférica, lo que posibilita que puedan ser acopladas a analizadores como las trampas 
iónicas y el QqTOF típicamente acoplados a fuentes ESI (Moyer y Cotter, 2002).  
También se han desarrollado otros tipos de métodos de ionización como la 
Ionización/desorción por láser en superficie (SELDI, Surface-Enhanced Laser Desorption 
Ionization). Para esta técnica, se deposita una muestra sobre una placa tipo array de 
proteínas, donde en cada punto se preseleccionan una serie de proteínas o péptidos de la 
muestra de acuerdo a sus afinidades frente al material enlazante del chip (interacción 
hidrobófica, enlazante metálico, interacción iónica, etc). Seguidamente, la muestra una 
vez retenida por afinidad, es desorbida y convertida en iones mediante la acción de un 
láser de igual manera que en el MALDI (Hutchens y Yip, 1993). Por otra parte, mencionar 
también el método de ionización DESI (Desorption Electrospray Ionization), consistente 
en un híbrido entre el ESI y la desorción por láser, que permite el análisis directo a partir 
de superficies de fuentes naturales in vivo (Takáts y col., 2004). Esta tecnología consigue 
adaptar la técnica de ESI, para arrancar mediante dicho spray las moléculas de la 
superficie de interés sin necesidad de vacío y las introduce directamente en un equipo de 
MS. Se puede acoplar a un instrumento totalmente portátil, y su utilización todavía está 
en fase experimental. Y para finalizar, comentar también la tecnología MS Imaging, que 
fue desarrollada por el grupo de Caprioli (Chaurand y col., 2002) y que ofrece un nuevo 
método de identificación directamente sobre secciones tisulares, utilizando una digestión 
tríptica in situ en determinados puntos de interés de la muestra, seguida de la adicción 
de matriz (típicamente DHB) en cada uno de dichos puntos, con la subsecuente 
ionización mediante MALDI. Esta aplicación permite la identificación de proteínas 
directamente sobre el tejido, preservando así su integridad espacial. 
 
b) Analizadores de masas 
 
El analizador es la parte esencial del espectrómetro de masas en donde tiene 
lugar la separación de los iones producidos en la fuente de ionización, en función de su 
relación m/z. Existe una gran variedad de analizadores, pero en todos ellos, la 
manipulación de los campos eléctricos o magnéticos creados en su interior permite 
separar los iones en función de su m/z. Los más utilizados son: el sector magnético, el 
cuadrupolo (Q), el tiempo de vuelo (TOF) y la trampa iónica (IT). Existen una serie de 
instrumentos de masas que combinan en su arquitetura dos o más analizadores. Los más 
utilizados en proteómica son, el QqQ, el QqTOF, el TOF/TOF, QqLIT (doble cuadrupolo-
trampa iónica lineal), entre otros. Tradicionalmente los analizadores tipo TOF se suelen 
utilizar con fuentes de ionización tipo MALDI (MALDI-TOF, MALDI-TOF/TOF) y los 
restantes con fuentes de ionización tipo ESI (ESI-IT, ESI-QqQ). Sin embargo, 
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actualmente casi todos los analizadores pueden estar acoplados tanto a fuentes ESI 
como a fuentes MALDI. Así se pueden encontrar en el mercado instrumentos tales como 
el ESI-TOF, MALDI-QqTOF, ESI-QqTOF, MALDI-IT, entre otros. 
 
• Cuadrupolo 
 
Este tipo de analizador está compuesto por cuatro barras metálicas paralelas, que 
tienen una sección cilíndrica o hiperbólica (Miller y Denton, 1986) (Figura 8). En su 
interior, los iones son sometidos a un campo eléctrico y a un campo de radiofrecuencias. 
Este campo eléctrico produce trayectorias complejas en los iones, que dependen de su 
m/z. Sólo los iones con trayectorias estables salen del cuadrupolo y son detectados. Las 
demás trayectorias llevan a los iones contra las barras. El cuadrupolo es un analizador 
muy versátil que permite el paso de iones de interés con un margen muy estrecho de 
m/z (1-3 Th). Sin embargo, está limitado por su rango de masas, de 0 a 4.000 m/z, y 
por su baja resolución, ya que sólo resuelven bien picos con una diferencia en su m/z 
mayor a 1 Th. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Esquema general de un analizador tipo cuadrupolo. 
 
• Tiempo de vuelo  
 
En este tipo de analizador los iones generados en la fuente son instantáneamente 
acelerados por un campo eléctrico para a continuación ser separados en un tubo de 
recorrido o vuelo libre a alto vacío, sin ser sometidos a la influencia de ningún campo 
eléctrico o magnético (Figura 9). Para un voltaje de aceleración dado, los iones con 
distinta masa tendrán la misma energía cinética, pero la velocidad de los mismos, y por 
tanto el tiempo que necesitan para recorrer el tubo de vuelo libre, dependerá de su 
relación m/z. De esta forma, determinando el tiempo que tarda un ión en alcanzar el 
detector, se puede determinar su m/z (Cotter, 1999). Sin embargo, los iones en una 
fuente MALDI acoplada a analizadores tipo TOF, no surgen de una forma puntual, por lo 
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que aparecen discrepancias entre las energías cinéticas de los iones de la misma masa 
en el momento de entrar en el TOF. Este efecto es el responsable de la baja resolución de 
los analizadores TOF lineales. Los analizadores modernos han compensado estos 
problemas recurriendo a estrategias denominadas de extracción retardada (Delay 
Extraction) y a la utilización de TOFs provistos de un reflectrón o espejo de iones, que 
refleja los iones a un segundo detector. Este dispositivo genera un campo electroestático 
que permite a los iones con una misma m/z, pero con mayor energía cinética, penetrar 
más profundamente que los iones con menor energía antes de ser rebotados, de manera 
que todos llegan al detector al mismo tiempo. Se consigue además un TOF más largo sin 
incrementar las dimensiones del instrumento. Utilizando reflectrón, los instrumentos 
MALDI-TOF incrementan su resolución, pudiéndose separar picos cuyas diferencias en 
m/z pueden llegar a ser de 0,1 Th (Chernushevich y col., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Esquema general de los dos tipos de analizadores TOF (lineal y reflector). 
 
• Trampas de iones 
 
Estos analizadores tienen en común la particularidad de que los iones son 
retenidos en su interior durante el tiempo suficiente para realizar las operaciones básicas 
de un espectrómetro de masas: barrido compleo, aislamiento de iones, fragmentación y 
barrido de iones producto. Todos estos procesos se realizan en el mismo habitáculo en 
tiempos distintos; es más, el proceso de aislamiento, fragmentación y detección de iones 
producto puede repetirse varias veces produciendo una información estructural detallada, 
difícil de obtener en otro tipo de instrumentos. Este proceso se conoce como 
espectrometría de masas en tándem múltiple o MSn (ver epígrafe 3.2.2 de la 
Introducción). Los analizadores tipo trampa iónica más utilizados actualmente son: las 
trampas iónicas cuadrupolares tridimensionales, las trampas iónicas lineales, las trampas 
que utilizan la resonancia ciclotrónica de iones (ICR, Ion Cyclotron Resonance) y las 
recientemente desarrolladas Orbitrap. 
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a) Trampa iónica cudrupolar tridimensional (IT) 
 
Los analizadores de trampa iónica cuadrupolar son análogos tridimensionales de 
los analizadores tipo cuadrupolo y funcionan atrapando iones en un campo eléctrico en 
3D. La ventaja de este tipo de analizadores es la posibilidad de que los iones puedan ser 
mantenidos dentro de la trampa y selectivamente ser expulsados, incrementando de esta 
forma la sensibilidad del analizador (March, 2000). Consiste en un recinto definido por 
tres electrodos: un electrodo anular y dos electrodos de superficie hiperbólica 
denominados electrodos de cierre, situados uno a cada lado del electrodo anular, 
formando una cavidad en la cual es posible almacenar y analizar iones (Figura 10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Esquema general de una trampa iónica tridimensional. 
 
Estos electrodos de cierre presentan en el centro un pequeño orificio que permite 
a los iones entrar o salir de la cavidad. Los iones formados en la fuente entran en la 
trampa y cuando se ha acumulado la cantidad deseada se cierra el paso gracias a un 
cambio de polaridad. Los iones son atrapados en el analizador mediante la aplicación de 
un voltaje de radiofrecuencias en el electrodo anular, creándose así, en el interior, un 
campo eléctrico pulsante 3D. Los iones oscilan en órbitas estables en el interior y son 
“enfriados” por la presencia de un gas inerte (He) que ayuda a estabilizar las órbitas por 
medio de procesos de colisión. La naturaleza de la trayectoria depende del potencial 
aplicado y de la relación m/z de los iones. Posteriormente, el aumento del potencial de 
radiofrecuencias puede aumentar hasta el denominado voltaje de resonancia, para el cual 
los iones de una determinada m/z adquieren oscilaciones inestables y son expulsados 
secuencialmente en dirección axial hacia el detector en función de su relación m/z. De 
esta forma, primero salen los iones de menor masa molecular y por último los de mayor. 
El potencial utilizado para la expulsión de un determinado ión determina de forma muy 
precisa la relación m/z de ese ión. 
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b) Trampa iónica lineal (LIT) 
 
Una reciente mejora son las trampas iónicas lineales, en las que los iones quedan 
atrapados en el interior de un cuadrupolo, por la acción combinada de un campo de 
radiofrecuencias y otro creado por un voltaje de corriente continua aplicado en las lentes 
situadas a ambos lados de la trampa. Estas trampas ofrecen una mayor capacidad y 
eficiencia en el atrapamiento de los iones y permiten una mayor sensibilidad (Hager, 
2002; Hopfgartner y col., 2004). El número de iones que pueden ser atrapados es 
rutinariamente 50 veces mayor que el de las trampas tridimensionales. Esta 
instrumentación se encuentra en el mercado como analizador aislado o combinado, como 
por ejemplo con dos cuadrupolos formando un instrumento que tiene capacidad de MS en 
tándem tanto en el espacio como en el tiempo: QqLIT. 
  
c) Resonancia ciclotrónica de iones (ICR) 
 
Los analizadores de resonancia ciclotrónica de iones se basan en la medida de la 
frecuencia de oscilación de los iones, en el interior de una celda con un campo magnético 
muy intenso y constante, al mismo tiempo que son excitados mediante la aplicación de 
un campo eléctrico pulsado o de radiofrecuencias, perpendicular al campo magnético 
(Figura 11). El movimiento ciclotrónico de los iones bajo este campo magnético da lugar 
a una frecuencia ciclotrónica, independiente de su velocidad inicial. Las frecuencias de 
oscilación que describen los iones producen una serie de señales tan complejas, que 
convenientemente tratadas y procesadas (deconvolución de la señal), típicamente 
mediante Transformada de Fourier (FT), proporcionan la masa exacta de los iones 
atrapados (Marshall y Guan, 1996; Williams, 1998). Esta técnica proporciona una 
resolución extremadamente alta (separa 0,001 Th) que es directamente proporcional, 
entre otros factores, al campo magnético aplicado. Este tipo de analizadores de alta 
resolución suelen ser utilizados en estrategias Top-Down. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Esquema general de un analizador tipo ICR. 
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d) Orbitrap 
 
Este es un analizador tipo trampa iónica de última generación (Hu y col., 2005). El 
Orbitrap funciona por atrapamiento radial de iones sobre un electrodo central a modo de 
huso. Como electrodo coaxial existe un electrodo externo a modo de barril que contiene 
en su interior el electrodo interno con forma de huso (Figura 12). Ambos electrodos 
forman un campo electrostático en cuyo interior los iones oscilan alrededor del huso, de 
forma que el valor m/z de cada ión se calcula en función de las frecuencias de oscilación 
armónicas de estos iones. 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Esquema básico de un analizador tipo Orbitrap. 
 
Este analizador permite una elevada resolución, aunque no tan alta como la que 
se consigue en los instrumentos FTICR, presenta una gran capacidad de carga, exactitud 
en la determinación de masas elevadas (2-5 ppm), un rango de m/z de hasta 6.000 y un 
gran rango dinámico. Hasta el momento este analizador se comercializa acoplado a una 
trampa iónica lineal, formando un híbrido LIT-Orbitrap. Los procesos de fragmentación se 
realizan en el LIT, de manera que el Orbitrap se reserva para los análisis a gran 
resolución de los iones de interés (Makarov y col., 2006).  
 
3.2.2. ESPECTROMETRÍA DE MASAS EN TÁNDEM (MS/MS) 
 
La espectrometría de masas en tándem (MS/MS), utiliza la capacidad de un 
espectrómetro de masas para aislar un ión con una m/z específica (ión precursor), 
posteriormente fragmentarlo en una segunda etapa, y analizar la relación de m/z de los 
iones fragmento o iones producto (McLafferty, 1981). 
En el caso de los iones peptídicos, el estudio de sus iones producto proporciona 
por un lado información estructural o de composición de la secuencia de aminoácidos que 
lo forman, al mismo tiempo que permite obtener información de las PTMs presentes en 
su secuencia y posibilita el desarrollo de determinados métodos cuantitativos. Por otro 
lado y utilizando analizadores de masas de alta resolución como pueden ser el FTICR y el 
Orbitrap, junto con determinados métodos de fragmentación, es posible tanto la 
secuenciación, como la cuantificación y determinación de PTMs en proteínas intactas.  
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La MS/MS puede llevarse a cabo separando las etapas de selección del ión 
precursor y análisis de sus fragmentos de dos formas distintas: separadas en el espacio 
(si hay dos o más analizadores en línea) o separadas en el tiempo (las distintas etapas se 
producen en el mismo analizador pero en distintos tiempos) (Figura 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. MS/MS en un analizador espacial como el QqQ (A) o temporal como la IT (B). 
 
El primer procedimiento implica la utilización de dos analizadores de masas 
dispuestos en serie entre los que se intercala una celda o cámara de colisión (Figura 
13a). El ión precursor se selecciona en el primer analizador y se fragmenta o disocia 
mediante procesos de colisión inducida (CID, Collision Induced Dissociation) en una 
cámara de colisión. Posteriormente, los iones fragmento son analizados en un segundo 
analizador. Como ejemplo de estos instrumentos, podemos destacar el QqQ, el QqTOF y 
el TOF/TOF.  El análisis de los iones producto mediante distintos programas informáticos 
o mediante secuenciación de novo a partir de su espectro de fragmentación, permite 
obtener información estructural de la secuencia de aminoácidos que lo forman. 
El segundo tipo de MS/MS utiliza un único analizador de masas, que permite la 
selección de los iones precursores, su fragmentación y el análisis de los fragmentos, en 
procesos separados en el tiempo (Figura 13b). El típico analizador de masas que permite 
realizar esta separación temporal es la trampa iónica en sus distintas modalidades. En la 
trampa iónica tridimensional o lineal, el ión precursor se aísla mediante la utilización de 
frecuencias resonantes con la consecuente desestabilización de todos los iones 
atrapados, excepto aquellos cuya m/z corresponde a la del ion seleccionado. Los iones 
aislados en la cavidad se fragmentan mediante la aplicación de un voltaje de excitación 
Fuente de Ionización MS 
Cámara de 
 Colisión MS/MS 
Ión de interés Iones producto 
gas 
Aislamiento  
Iones del analito 
a) 
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que promueve la ocurrencia de colisiones energéticas de estos iones con las moléculas de 
un gas inerte (He) en el interior de la trampa. Una vez formados los iones producto, se 
realiza un barrido de radiofrecuencias en el que los iones producto son expulsados 
secuencialmente en función de su valor de m/z y finalmente son detectados. El proceso 
CID puede utilizarse tambien en el interior de una celda en los instrumentos FTICR, sin 
embargo este procedimiento supone una serie de dificultades, ya que el gas de colisión 
debe ser desplazado antes de medir las masas de los iones producto. Otros métodos de 
fragmentación como el SORI-CID (Sustained Off-Resonance Irradiation-Collision Induced 
Dissociation), IRMPD (InfraRed MultiPhoton Dissociation), o ECD (Electron Capture 
Dissociation), están dando muy buenos resultados en los estudios Top-Down con este 
tipo de analizadores. En el caso concreto de los instrumentos Orbitrap, la fragmentación 
se produce antes de que los iones lleguen a este elemento, en la trampa iónica lineal o 
celda de colisión intermedia. Este tipo de analizadores de masas pueden inducir 
fragmentación mediante CID o mediante ETD (Electron Transfer Dissociation). 
Una de las características más interesantes de la trampa iónica es su capacidad de 
realizar fragmentaciones sucesivas en tándem (MSn). El proceso de aislamiento, 
fragmentación y expulsión de los iones puede ser repetido n veces (MSn), seleccionando 
cada vez un ión precursor entre los iones producto. Este método es muy específico y 
proporciona una valiosísima información estructural. 
Existen también equipos instrumentales hídridos, donde están acoplados 
analizadores de masas espaciales y temporales, que presentan muy buena sensibilidad, 
resolución y versatilidad, como el QqLIT y el QqFTICR. 
  
3.2.3. MÉTODOS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
a) Identificación mediante huella peptídica (PMF, Peptide Mass Fingerprinting) 
 
La técnica más utilizada, por su sencillez y rapidez, es la identificación de 
proteínas mediante huella peptídica o PMF, utilizando instrumentos de MS tipo MALDI-
TOF (Henzel y col., 1993; Thiede y col., 2005). Es un método de identificación aplicado a 
aproximaciones clásicas de la proteómica Bottom-Up. Para ello, a partir de la digestión 
en gel de un spot o banda de interés con proteasas específicas como la tripsina, se 
obtiene una mezcla de péptidos, específicos y reproducibles para cada proteína, que son 
directamente analizados mediante MALDI-TOF. Las enzimas proteolíticas actuan sobre 
enlaces específicos, así la tripsina corta el enlace peptídico después de un residuo de Lys 
o Arg, exceptuando cuando estos aminoácidos van seguidos de un residuo de Pro. Como 
las proteínas presentan por término medio un residuo de Lys o Arg por cada 10-12 
aminoácidos, los péptidos obtenidos en la digestión tienen masas generalmente 
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comprendidas entre los 800 y 2.000 Da. El análisis por MALDI-TOF del digerido 
proporciona la masa de cada uno de los péptidos contenidos, obteniéndose así el 
espectro de masas o mapa peptídico completo específico para esa determinada proteína. 
Los espectros obtenidos experimentalmente se contrastan con los millones de espectros 
teóricos generados por la digestión in silico con la enzima utilizada, de las secuencias 
proteicas contenidas en las bases de datos. Mediante el empleo de determinados 
programas informáticos (MASCOT, ProFound, MS-FIT, PepSea, etc) se comparan y 
ordenan las proteínas, en función del número y tipo de péptidos coincidentes. A cada uno 
de los resultados se le asigna un valor probabilístico que podrá ser significativo o no, 
dependiendo principalmente de la calidad de los datos y del tamaño de la base de datos. 
 
b) Identificación de proteínas mediante fragmentación 
 
Los iones formados en la fuente de ionización, pueden tener diferentes grados de 
estabilidad. Según su cinética de descomposición pueden ser clasificados en: 
 
• Iones estables: iones que presentan una descomposición tan lenta que alcanzan el 
detector sin sufrir ningún tipo de fragmentación. 
• Iones inestables: iones que adquieren suficiente energía interna como para 
fragmentarse inmediatamente, formando iones producto más estables. 
• Iones metaestables: iones que adquieren un exceso de energía interna y se 
fragmentan antes de llegar al detector. 
 
La identificación de proteínas utilizando datos de fragmentación puede ser 
realizada utilizando distintos tipos de fragmentación y analizando distintos tipos de iones: 
 
• Descomposición metaestable (PSD, Post-Source Decay) 
 
En principio, cualquier fragmentación es indeseable si la meta analítica es 
identificar el ión molecular y determinar la Mr del péptido o de la proteína en cuestión. 
Sin embargo, en un equipo MALDI-TOF, durante el proceso de aceleración o durante el 
vuelo de los iones a través del TOF, se produce con cierta frecuencia un proceso de 
descomposición de los iones metastables, denominado PSD (Spengler y col., 1992; 
Chaurand y col., 1999). Esta fragmentación de los iones metaestables es producto de la 
irradiación del láser y de la colisión con otras moléculas (gas residual). Como la 
fragmentación aparece después de la aceleración, los iones fragmento conservan la 
misma velocidad que el ión precuror y no pueden ser distinguidos de éste, por lo que 
viajan juntos formando un paquete a través del TOF. Para separar este paquete de iones 
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se emplea un TOF con reflector, que hace posible la separación de los iones fragmento 
producidos por la descomposición metaestable, dirigiendo los iones separados hacia a un 
segundo detector. El problema que se presenta es que el reflector sólo puede enfocar 
hacia el detector los iones de un determinado rango de masas, por lo que el análisis por 
PSD de un péptido requiere la realización de varios espectros durante los cuales se varían 
los potenciales del reflector, de forma que sea posible detectar los fragmentos de todas 
las masas. El paso final del análisis consiste en el calibrado de todos estos espectros 
parciales y la composición de los mismos para la obtención de un espectro total que 
contenga todos los fragmentos registrados, cuya interpretación de lugar a la 
identificación de la secuencia de aminoácidos que forman el péptido (Spengler, 1997).  
 
• Disociación inducida por colisión (CID, Collision Induced Dissociation) 
 
Debido a que la mayoría de los iones que se forman durante el proceso de 
ionización son estables, es posible obtener información estructural mediante la 
fragmentación de los mismos. Para ello, se requiere un proceso de selección de un ión 
con una m/z determinada, y en un segundo estadío (espacial o temporal), una 
transmisión de energía al mismo, para que este incremento de energía interna, induzca 
su descomposición. Los iones producto así formados serán separados en un tercer 
estadío. El mecanismo más utilizado en proteómica, es la disociación inducida por colisión 
(CID), aunque nuevas metodologías como la disociación por captura de electrones (ECD) 
(Stensballe y col., 2000) y la disociación por transferencia de electrones (ETD) (Syka y 
col., 2004) están empezando a utilizarse más profusamente, sobre todo en equipos de 
alta resolución para la fragmentación y caracterización de proteínas intactas.  
Durante el proceso de CID, el ión seleccionado es dirigido hacia una región con 
una cierta presión de gas, denominada celda de colisión, donde colisiona un número de 
veces con un gas neutro (N2, He, Ar), convirtiéndose una parte de su energía cinética en 
energía interna. Esto da lugar a una reacción unimolecular que termina con la 
fragmentación o descomposición del ión principalmente por sus enlaces peptídicos. Los 
iones fragmento producidos son separados en función de su m/z. De esta forma, el 
patrón de fragmentación de un péptido analizado mediante MS/MS depende de la energía 
de colisión, de la presión, del tipo de gas de colisión y de la naturaleza y carga del 
péptido. El patrón de fragmentación es característico de la secuencia aminoacídica del 
ión, de forma que esta última puede deducirse del análisis del correspondiente espectro 
de fragmentación. Además en determinados equipos, como sucede en las trampas 
iónicas, es posible realizar sucesivos estadios de fragmentación (MSn).    
La fragmentación mediante CID se utiliza en la mayoría de los instrumentos de 
masas en tándem, como el QqQ, el QqTOF, el TOF/TOF y la trampa iónica. La correcta 
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interpretación de los espectros de fragmentación puede llegar a identificar no sólo la 
secuencia ordenada de los aminoácidos de un péptido, sino que además se pueden 
caracterizar las posibles PTMs, así como lograr su secuenciación de novo.  
Para el caso de péptidos, la identificación utilizando datos de MS/MS se puede 
realizar utilizando una de las siguientes aproximaciones: 
 
• Huella de fragmentación peptídica (PFF, Peptide Fragmentation Fingerprint): se 
basa en la comparación del espectro de fragmentación sin interpretar, utilizando 
programas de búsquedas ad hoc, con los espectros teóricos de los péptidos 
producidos por digestión in silico de las proteínas contenidas en las bases de datos 
(Eng y col., 1994; Perkins y col., 1999). 
• Etiqueta de secuencia (Peptide Sequence Tag): se basa en la identificación del 
péptido mediante búsqueda en las bases de datos a partir de la interpretación 
parcial de una pequeña secuencia de aminoácidos y de dos parámetros 
discriminatorios: la Mr del péptido y las masas de los fragmentos que bordean a la 
secuencia parcial (Mann y Wilm, 1994). 
 
La identificación de péptidos por MS/MS ha sustituído completamente a la 
identificación tradicional mediante degradación enzimática de Edman. Los espectros de 
fragmentación obtenidos mediante CID son utilizados para la identificación de péptidos y 
proteínas con ayuda de una serie de programas bioinformáticos como el MASCOT 
(Perkins y col., 1999) y el SEQUEST (Eng y col., 1994), que utilizan los datos de la 
fragmentación in silico de las proteínas contenidas en bases de datos como SwissProt y 
NCBInr, para asignar una determinada secuencia a un determinado espectro de 
fragmentación. Sin embargo, frecuentemente es necesario una verificación manual que 
asegure que la asignación dada es correcta o no. Lógicamente este repaso manual es 
prácticamente imposible en el caso de estudios Shotgun.  
 
c) Etiqueta de masa y tiempo exacta (Accurate Mass and Time (AMT) tag) 
 
El nuevo concepto de identificación de proteínas, conocido como AMT, permite 
obviar la utilización de los datos de fragmentación para la identificación de proteínas, ya 
que el AMT utiliza para la identificación proteica un solo péptido específico, producto de 
una digestión típicamente con tripsina, cuya Mr exacta puede ser determinada con alta 
exactitud utilizando separaciones cromatográficas altamente reproducibles acopladas a 
instrumentos de masas de alta resolución, como el FTICR (Smith y col., 2002). 
 
 
Introducción               _____________________________________________________ 
52 
3.2.4. SECUENCIACIÓN “DE NOVO” 
 
A día de hoy los esfuerzos proteómicos están permitiendo la identificación y 
cuantificación sistemática de un gran número de proteínas, que son expresadas por 
determinados sistemas biológicos en un preciso momento y bajo determinadas 
condiciones. Muchos de estos estudios han adaptado la aproximación Bottom-Up para la 
identificación de las proteínas presentes en la muestra, comparando los espectros de 
fragmetación de sus productos de digestión (péptidos), con los espectros teóricos 
obtenidos mediante digestión y fragmentación in silico de los datos contenidos en las 
bases de datos tanto genóminas como proteómicas. Sin embargo, el genoma de muchos 
organismos todavía es desconocido o está poco representado. 
Durante años la degradación enzimática de Edman (Edman, 1950) fue la 
herramienta más adecuada para la secuenciación de novo de especies proteicas 
deconocidas, pero debido a sus limitaciones, hoy en día la secuenciación de novo de 
proteínas es determinada normalmente a partir de los datos de la fragmentación de sus 
péptidos mediante MS (Papayannopoulos, 1995; Shevchenko y col., 1997). 
Normalmente, se utilizan de forma independiente dos o más proteasas diferentes 
(tripsina, Glu-C, quimiotripsina, etc), para obtener un mayor recubrimiento de la 
secuencia proteica, a partir de estrategias clásicas de proteómica Bottom-Up, ya que la 
secuenciación de novo a partir de estudios Shotgun es prácticamente imposible. La 
secuenciación de novo de péptidos consiste en la determinación de la secuencia de 
aminoácidos que lo forman, a partir de la interpretación directa de sus espectros de 
fragmentación, basándose para ello en una serie de reglas que cumplen los iones 
peptídicos cuando éstos son fragmentados, comúnmente mediante CID (ver epígrafe 
3.2.5 Introducción). La precisión de la secuencia deducida está limitada por las 
características del equipo de MS y por la calidad de la fragmentación obtenida para un 
determinado ión parental. Este método de secuenciación es independiente de las bases 
de datos, por lo que es el procedimiento más adecuado a la hora de poder identificar y 
caracterizar aquellas proteínas cuyas secuencias todavía no estén descritas en las bases 
de datos. La secuenciación de novo también permite estudiar mejor aquellas 
asignaciones que mediante los anteriores motores de búsqueda han dado resultados 
dudosos. Es tambien aplicable al análisis de péptidos que presenten determinadas PTMs 
no incluidas en los algoritmos de búsqueda.  
La secuenciación de novo de péptidos a partir de su espectro de fragmentación es 
un procedimiento tedioso, que exige experiencia por parte del usuario. Para resolver 
parte de estos problemas se han desarrollado una serie de programas informáticos, tales 
como el Lutefisk (Taylor y Johnson, 1997), el DeNovoX (Thermo Fisher Scientific), el 
PEAKS (Ma y col., 2003), el PepNovo (Frank y Pevzner, 2005), etc, que proporcionan, 
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para un determinado espectro de fragmentación, una determinada lista de secuencias 
candidatas cada una de ellas con un determinado valor probabilístico. Este valor 
depende, entre otros parámetros, del número de iones que son capaces de emparejar y 
de su respectiva tolerancia o error a la hora de determinar cada masa. Sin embargo, 
para asegurar una correcta asignación, a menudo, cada secuencia candidata debe ser 
verificada manualmente por un experto. Muchos de estos algoritmos pueden ser 
utilizados para la interpretación de espectros obtenidos a partir de fuentes MALDI o ESI, 
y para espectros obtenidos mediante PSD o CID. Sin embargo, hasta el momento pocos 
son los esfuerzos realizados para el diseño de programas informáticos que permitan la 
secuenciación de novo de espectros obtenidos mediante ECD, ETD o SORI. Uno de ellos 
es el reciente PEAKS que permite la secuenciación de novo a partir de espectros de 
fragmentación tanto de péptidos como de proteínas intactas a partir de espectros de 
fragmentación obtenidos mediante CID, ECD o SORI. Sin embargo, todavía hoy en día no 
se han podido desarrollar programas capaces de alinear y crear una secuencia proteica 
final a partir de todas las secuencias peptídicas obtenidas mediante secuenciación de 
novo. 
Con el fin de mejorar la interpretación de novo y disminuir la complejidad de un 
espectro de masas, los péptidos pueden modificarse mediante la introducción de grupos 
funcionales, que incrementan o disminuyen la intensidad de determinados iones 
producto. Entre ellos destacan reactivos como los ésteres NHS acoplados a ácido 
sulfónico o ácido propilsulfónico (Keough y col., 2002) y el ácido 4-
aminonaptalensulfónico (Lindh y col., 2000). Del mismo modo, el marcaje mediante la 
introducción de isótopos estables, tales como el marcaje de las Lys con 2H (Gu y col., 
2002) o con agua H2180 en el proceso de digestión tríptica (Qin y col., 1998), permiten 
una adecuada localizacion de una de las series de los iones producto, de tal forma que 
ayudan a la interpretación de novo. 
 
3.2.5. SECUENCIACIÓN DE PÉPTIDOS POR ESPECTROMETRÍA DE MASAS  
 
La fragmentación de péptidos mediante CID produce, generalmente, la ruptura de 
determinados enlaces en la cadena peptídica. Los más lábiles son los enlaces amido 
cuando están protonados. Por eso en los procesos de CID a baja energía, que son los 
más utilizados en la fragmentación de péptidos, las rupturas dan lugar a fragmentos, 
cuyas m/z difieren en masas que corresponden a los residuos de los aminoácidos 
proteicos. Se entiende como masas de residuo la correspondienente a la masa de un 
aminoácido menos la de una molécula de agua que se pierde cuando se forma el enlace 
peptídico. Para nombrar los tipos de iones producto, se estableció una nomenclatura que 
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fue primeramente propuesta por Roepstorff y Fohlman en 1984, y posteriormente 
modificada por Johnson y col. en 1987, según se muestra en la Figura 14: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Esquema de la fragmentación de péptidos mediante MS/MS. 
 
Básicamente, la disociación a baja energía produce dos fragmentos tras la ruptura 
del enlace peptídico. Uno de ellos conserva los aminoácidos ligados al extremo N-
terminal de la molécula, mientras que el otro conserva el extremo C-terminal. Cuando el 
ión fragmentado es monocargado, uno de de los fragmentos retiene la carga que existía 
en el péptido original formando un ión, mientras el otro queda sin carga como un 
fragmento neutro, y por lo tanto invisible en el espectrómetro de masas. Cuando la carga 
es retenida en el fragmento N-terminal, los iones son de tipo b y si es retenida en el 
fragmento C-terminal los iones son de tipo y. Para nombrar los distintos fragmentos se 
utilizan los símbolos anteriores con un subíndice que indica el número de residuos 
aminoacídicos que contienen. Los iones producidos por ESI pueden llevar más de una 
carga, éstos permiten la producción simultánea de iones b/y en un mismo evento de 
fragmentación. Por otra parte, también se observan comúnmente, en régimen de baja 
energía, otros tipos de iones obtenidos por pérdidas neutras de los citados 
anteriormente. Caben destacar los iones a, que corresponden a pérdidas de un grupo 
carbonilo por parte de un ión b, y los iones a*, b*, y*; ao, bo, yo, que corresponden a la 
pérdida de NH3 o H2O, respectivamente, por parte de iones a, b, y. Además, hay que 
considerar los fragmentos derivados de la rotura de dos enlaces, denominados 
fragmentos internos. Los más frecuentes son los iones imonio, que contienen un sólo 
residuo aminoacídico (Johnson y col., 1988). Los iones imonio son característicos de cada 
aminoácido, por lo que permiten un análisis cualitativo de la composición aminoacídica de 
un péptido, estudiando la zona de baja m/z del espectro. Estos iones se indican con la 
letra que identifica el aminoácido correspondiente. Los fragmentos que contienen dos o 
más aminoácidos internos son menos abundantes y se indican con la serie de caracteres 
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que indentifican la secuencia aminoacídica. En instrumentos donde tienen lugar colisiones 
de alta energía, como son los sectores y los TOF/TOF, se pueden producir roturas 
diferentes, tanto en la cadena peptídica como en las cadenas laterales de los residuos de 
aminoácidos. Además de los iones b/y la ruptura de la cadena polipeptídica puede 
producir iones a y x, cuando el enlace fragmentado es el formado por el carbono 
carbonilo y el carbono en α, como se observa en la Figura 14. Cuando el enlace 
fragmentado es el formado por el nitrógeno del grupo amido y el carbono en α se pueden 
formar los iones c y z. En las cadenas laterales de los aminoácidos las rupturas implican 
la formación de los iones v, w y d (Papayannopoulos, 1995), interesantes para la 
asignación diferencial de aminoácidos isobáricos como Leu e Ile. 
 
3.2.6. MÉTODOS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE PTMs 
 
La síntesis de un polipéptido en los ribosomas no es siempre el final del proceso 
de traducción proteica, sino que en algunos casos el polipéptido es cortado 
(procesamiento proteolítico), en otros ha de unirse a otras cadenas o moléculas 
(carbohidratos, lípidos o ubiquitinación) e incluso en determinadas ocasiones algunos 
aminoácidos pueden sufrir determinadas modificaciones (metilación, acetilación, 
hidroxilación, fosforilación), que pueden dar lugar a un cambio funcional de la molécula 
en cuestión. Muchas de estas modificaciones constituyen mecanismos esenciales para la 
activación o desactivación de una proteína concreta o incluso de una red o cascada de 
proteínas. Hay más de 300 tipos diferentes de PTMs (Jensen, 2004). En cualquier caso, 
es un importante mecanismo de generación de variabilidad.  
Un primer paso a la hora de estudiar y caracterizar los distintos tipos de PTMs, es 
separar o aislar las proteínas de interés. A menudo la resolución de la 2-DE permite 
separar distintos estados de modificación de una determinada especie proteica. Así, como 
ejemplo, la fosforilación cambia la carga de la especie proteica y a menudo es revelada 
en los geles 2-DE porque los spots corren a modo de trenes de spots con distinto pI e 
igual Mr. La detección de PTMs en geles 2-DE puede ser revelada utilizando marcajes 
radiactivos como el 32P para fosfoproteínas, o utilizando reactivos fluorescentes como el 
Pro-Q Diamond específico para fosfoproteínas (Steinberg y col., 2003) y el Pro-Q Emerald 
para glicoproteínas (Schulenberg y col., 2003). Para estudiar las PTMs a menudo también 
se pueden utilizar distintos métodos cromatográficos para aislar aquellos péptidos o 
proteínas con una determinada PTM de interés. Entre ellos cabe destacar el 
enriquecimiento que permiten ciertas columnas de Ti (Larsen y col., 2005), anticuerpos 
(Blagoev y col., 2003) o IMAC (Ficarro y col., 2002) para la fosfoproteínas o 
fosfopéptidos, y las columnas recubiertas de lectinas para glicoproteínas o glicopéptidos 
(Kaji y col., 2003). 
Introducción               _____________________________________________________ 
56 
Una característica común de las PTMs es que, acompañando al cambio en la 
estructura del aminoácido, cada PTM produce un determinado cambio en la masa del 
aminoácido con respecto al residuo sin modificar. Este cambio de masa es normalmente 
la base de la caracterización de PTMs por MS. Cuando la fosforilación ocurre en una Tyr, 
el CID del péptido modificado produce un correspondiente fragmento que muestra el 
incremento de masa de ese residuo en +80 Da. Cuando los residuos fosforilados son  Ser 
y Thr, este comportamiento es diferente, ya que son PTMs más lábiles y a menudo es 
muy probable observar pérdidas neutras del ácido fosfórico (-98 Da). Muchos 
laboratorios utilizan estas pérdidas neutras para la identificación de péptidos fosforilados 
mediante MS. Ejemplos de PTMs estables son la acetilación (+42 Da) y la metilación 
(+14 Da), mientras que la O-GlcNAc (+203 Da) y los grupos sulfato (+80 Da) se pierden 
con mayor facilidad. Asimismo, múltiples masas con una diferencia de (-162 Da) son 
indicativas de la existencia de glicosilación en algún punto de la molécula (Mann y 
Jensen, 2003). Sin embargo, la masa de un péptido modificado o sus pérdidas neutras no 
suelen ser suficientes para determinar la localización de la PTM, por lo que se requiere la 
fragmentación del péptido para poder identificar el aminoácido modificado. 
Hoy en día, la proteómica Top-Down permite la rápida caracterización de PTMs, 
analizando directamente las proteínas intactas, gracias al gran poder de resolución y 
sensibilidad de los equipos FTICR y Orbitrap. Inclusive, la fragmentación de proteínas 
intactas mediante ECD o ETD permite la observación de PTMs más lábiles ya que este 
tipo de fragmentación las mantiene intactas. 
Finalmente los péptidos o proteínas pueden ser identificados mediante la 
comparación de los datos de MS/MS frente a las bases de datos, donde se pueden incluir 
opcionalmente en la búsqueda la presencia de determinadas PTMs fijas o variables. 
 
3.2.7. MÉTODOS CUANTITATIVOS 
 
Uno de los aspectos más importantes en los estudios proteómicos es la necesidad 
de medir la cantidad absoluta o relativa de determinadas proteínas presentes en una 
muestra. Los primeros procedimientos desarrollados estaban unidos a la separación del 
proteoma mediante 2-DE. Los programas de análisis de imagen permiten detectar 
mediante densitometría, cambios en el nivel de expresión de determinados spots de 
interés cuando se utilizan patrones internos con una cantidad conocida. Sin embargo, 
debido a las limitaciones de esta técnica, los métodos cuantitativos se han centrado más 
en procedimientos alternativos utilizando MS, mediante tres tipos de estrategias 
diferentes: marcaje químico, metabólico o enzimático. 
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a) Marcaje químico 
 
Una de las técnicas más interesantes, que surge como alternativa a la 2-DE, es el 
estudio de la expresión diferencial como metodología cuantitativa, mediante la utilización 
de reactivos como el ICAT (Isotope-Coded Affinity Tags) (Gygi y col., 1999). Este 
reactivo presenta dos formas diferentes según su masa, ICAT ligero o pesado (según 
lleve H o 2H en 8 átomos de carbono), reacciona con las Cys libres y, contiene, además, 
biotina para facilitar la purificación mediante afinidad con avidina. Cada una de las 
muestras a comparar se marca con uno de los dos reactivos y posteriormente las dos 
muestras se mezclan y se digieren con una proteasa. Los péptidos marcados con el 
reactivo ICAT son separados en una columna de afinidad y analizados mediante LC-
MS/MS. La proporción relativa de péptidos equivalentes para cada uno de los proteomas 
se determina a partir de la intensidad relativa de las formas derivatizadas con cada 
isótopo (se diferencian en 8 Da). Así, los péptidos que muestran cambios de intensidades 
se fragmentan e identifican automáticamente mediante MS/MS. Sin embargo, mediante 
esta técnica se observan pequeñas diferencias cromatográficas entre las formas 
deuteradas y las no deuteradas al mismo tiempo que la elución de la columna de 
afinidad, en muchos casos, no es completa. En respuesta a estas limitaciones el reactivo 
ICAT fue modificado por sustitución del H/2H por 12C/13C que no afecta al 
comportamiento cromatográfico (Yi y col., 2005).  
La principal desventaja de esta técnica es que los reactivos solamente marcan 
residuos de Cys, por lo que existe una pérdida significativa de material que no es 
marcado. En paralelo al desarrollo del ICAT, se desarrollaron otras formas de marcaje 
isotópico, como el iTRAQ (Isotope Tagging Reagents for Relative and Absolute 
Quantitation) (Ross y col., 2004), en el cual la cuantificación es lograda a partir del 
espectro de fragmentación de cada péptido y no por el área del pico cromatográfico. El 
reactivo iTRAQ consiste en una serie de compuestos isobáricos que reaccionan con el 
extremo N-terminal, que mediante CID dan lugar a iones producto con diferente masa. 
La principal ventaja de esta tecnología es que se consigue la cuantificación relativa o 
absoluta y simultánea de hasta cuatro muestras.  
 
b) Marcaje metabólico 
 
Consiste en la comparación de proteínas procedentes de cultivos celulares 
distintos, que han sido crecidos en medios de cultivo diferentes por presentar un 
determinado isótopo diferencial. Puede tratarse de la fuente de nitrógeno en el caso de 
microorganismos, para los cuales un cultivo es suplementado con 14N y el otro con 15N. 
Una de las metodologías más usadas para el marcaje metabólico es la conocida como 
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SILAC (Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture), donde se adicionan 
aminoácidos marcados con isótopos estables ligeros (1H, 12C o 14N) o pesados (2H, 13C o 
15N), durante el cultivo de líneas celulares (Ong y col., 2002). Este método puede ir 
unido a una posterior separación de las proteínas por 2-DE o mediante separación e 
identificación de péptidos por LC-MS. Es uno de los métodos cuantitativos más precisos 
ya que se minimizan en gran medida las variaciones técnicas. 
 
c) Marcaje enzimático 
 
Esta metodología está basada en el marcaje isotópico estable con 18O en el 
aminoácido C-terminal del péptido, aprovechando la reacción enzimática de la tripsina 
como catalizador (Yao y col., 2003). El marcaje enzimático tiene una serie de ventajas 
con respecto a las anteriores: es aplicable a todo tipo de muestras, se consiguen marcar 
todos los péptidos, no hay riesgo de pérdida de muestra por pasos de purificación 
intermedios y se puede utilizar cuando la cantidad de analito es muy limitada. Sin 
embargo la escasa diferencia de masa, sólo 2 ó 4 Da, según se incorporen una o dos 
moléculas de 18O, condiciona el uso de esta metodología de cuantificación a 
espectrómetros de masas de alta resolución como es el caso de los FTICR, los TOF e 
incluso a las trampas iónicas lineales (López-Ferrer y col., 2006). 
Finalmente los métodos cuantitativos libres de marca consisten en la búsqueda de 
diferencias estadísticas en las señales de intensidad de los iones o en las áreas de los 
picos cromatográficos entre varias carreras de LC-MS. Estos métodos están basados en 
las relaciones lineales entre la señal y la concentración del analito en el eluyente 
cromatográfico. Sin embargo, existen varias limitaciones intrínsecas a la propia técnica 
como pueden ser los efectos de supresión de iones en los equipos de MS. Estos 
problemas pueden ser solventados gracias a la utilizanción de equipos de UPLC e 
instrumentos de alta resolución como el FTICR. 
 
3.3. TECNOLOGÍAS PARA EL ALMACENAMIENTO, PROCESAMIENTO E 
INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 
 
Ha sido la nueva corriente globalizadora de los estudios genómicos y proteómicos 
la que ha dado lugar al desarrollado de nuevas herramientas capaces de almacenar y 
realizar estudios masivos en paralelo de multitud de genes y proteínas. Surge así una 
nueva disciplina, la Bioinformática, cuyos objetivos son el almacenamiento, análisis, 
integración de los datos y la predicción de comportamientos (Biología Sintética).  
El primer paso es, por tanto, reunir toda esa información en recursos centrales y 
compartibles, es decir, en bases de datos. Hay muchos tipos diferentes de bases de 
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datos, dependiendo de la naturaleza de la información almacenada (geles 2-DE, 
secuencias, estructuras, etc). Un primer grupo, la conforman las bases de datos que 
contienen información sobre imágenes 2-DE. Existen numerosas direcciones en internet, 
donde se pueden encontrar bancos de imágenes de 2-DE, generales, o específicas de un 
determinado órgano, tejido, célula u organismo. Estas bases de datos son muy útiles 
para la búsqueda de la función de una proteína, su patrón de expresión o su localización 
celular. Las bases de datos 2-DE, han sido organizadas en una base de datos central, 
denominada 2DWG (Lemkin, 1997). Además existen una serie de programas de 
búsqueda de imágenes 2-DE distribuidos por la web como puede ser el programa, 
2DHunt (http://www.expasy.ch/ch2d/2DHunt). La bioinformática también ha propiciado 
la generación de programas de comparación automática entre geles. En este sentido 
caben destacar, programas comerciales tales como el PDQuest, Melanie, ImageMaster 2D 
Elite, ProFINDER 2D, Phoretix 2D Advanced, Flicker, WebGel y otros. 
En el contexto del análisis de secuencias de proteínas, existen dos grupos de 
bases de datos: depósitos de secuencias en donde los datos son mantenidos con poca o 
ninguna adicción de nuevas informaciones, o bases de datos donde los datos originales 
son incrementados por futuras anotaciones. Dentro del primer grupo podemos destacar 
las siguientes bases de datos, GenPept, NCBI y RefSeq. Dentro del segundo tipo de bases 
de datos, donde existe un gran esfuerzo para que la base de datos contenga datos no 
redundantes y que permita la posibilidad de añadir nuevas informaciones, mencionar las 
siguientes: PIR-PSD, TreEMBL y Swiss-Prot. Una nueva generación de bases de datos de 
secuencias proteicas es la base de datos UniProt (http://www.uniprot.org), que combina 
en una única fuente los datos de Swiss-Prot, TrEMBL and PIR-PSD. UniProt comprende 
tres bases de datos: UniProt Knowledgebase (UniProtKB), la cual continúa con el trabajo 
de Swiss-Prot, TrEMBL y PIR-PSD, para crear una base de datos completa; UniProt 
Archive (UniParc) donde se cargan las secuencias recientes; y UniProt non-redundant 
reference databases (UniProt NRFE), donde se incluyen las secuencias no redundantes. 
La información obtenida a partir de las técnicas de MS, utilizando distintos 
programas bioinformáticos, se procesa para conseguir la identificación automática de las 
proteínas y de sus PTMs, a partir de los datos de su huella peptídica gracias a varios 
programas como el MASCOT, ProFound, MS-FIT, PepSea, ALDENTE, o bien a partir de la 
búsqueda de secuencias utilizando los datos generados por MS/MS como el MASCOT y el 
SEQUEST. Los resultados de estos programas dependen esencialmente de la calidad de 
los datos obtenidos, del algoritmo de búsqueda y de los parámetros utilizados. Por otro 
lado, la bioinformática también permite la secuenciacion de novo de ciertos datos de MS 
mediante la utilización de distintos programas automáticos como el Lutefisk, DeNovoX, 
PEAKS, PepNovo y SeqMS, así como la determinación teórica de sus posibles PTMs 
(FindMod).  
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4. LIMITACIONES ACTUALES DE LA PROTEÓMICA. LAS PROTEÍNAS 
MARINAS Y SU ESCASA PRESENCIA EN LAS BASES DE DATOS  
 
Hoy en día, la proteómica es un campo emergente, con un comportamiento 
exponencial cuyo límite no se vislumbra todavía. Muestra de ello, son el número de 
artículos científicos que en los últimos años contienen en sus criterios de búsqueda la 
palabra proteomics (PubMed) (Figura 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Número de publicaciones científicas aparecidas en los últimos años que citan la 
palabra proteomics como palabra clave en el sistema de búsqueda PubMed. 
 
No obstante, todavía existen numerosos problemas analíticos que están sin 
resolver, asociados principalmente al rango dinámico que admiten cada una de las 
técnicas (Garbis y col., 2005). Sin embargo, junto a estas restricciones individuales, el 
presente de la proteómica está limitado por varios desafíos importantes: 
 
• EL PROBLEMA DE LA IDENTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS 
 
La identificación individual de una determinada proteína está basada, por regla 
general, en el análisis de los datos derivados por MS de solamente unos pocos de sus 
péptidos, los cuales cubren una pequeña parte del total de la secuencia de la proteína. 
Así, ciertas variantes resultantes del splicing alternativo, truncamientos, mutaciones y 
ciertas PTMs pueden no ser identificadas. Por lo general, ninguno de los acercamientos 
Bottom-Up comunes en proteómica clarifica dicho problema. Se necesita por tanto de 
métodos de identificación proteica que permitan un análisis comprensivo de la estructura 
total de la proteína. La estrategia más prometedora la ofrecen los estudios de proteómica 
Top-Down, sin embargo, se precisa de mejoras adicionales en el campo tecnológico y en 
el análisis high-throughput, para que estas tecnologías hasta el momento demasiado 
caras, logren un mejor análisis de proteínas de gran tamaño (>200 kDa). 
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• EL PROBLEMA DE LA VALIDACIÓN DE LOS RESULTADOS 
 
El segundo de los problemas deriva del gran número de proteínas erróneamente 
identificadas, especialmente en los estudios Shotgun. En estos casos, la verificación 
experimental de la identidad de cada proteína es prácticamente imposible. Para la 
identificación precisa de los péptidos, a partir de sus espectros de fragmentación, es 
necesario distinguir entre aquellas asignaciones correctas, de las que se han realizado al 
azar. Normalmente, es necesaria una validación manual, que constituye un problema 
dificultoso, cuando se realizan experimentos a gran escala, en los cuales la magnitud de 
espectros imposibilita la supervisión manual de los mismos. Con el fin de resolver este 
problema se están desarrollando distintas herramientas estadísticas, para separar las 
asignaciones correctas de las que no lo son (López-Ferrer y col., 2004). 
 
• EL PROBLEMA DE LA NOMENCLATURA DE LAS PROTEÍNAS 
 
El tercer problema se debe al hecho de que la nomenclatura de las proteínas 
todavía no está estandarizada. Se utilizan numerosos sinónimos para nombrar una 
misma proteína, así para el número de accesión P30101 (SwissProt) podemos encontrar 
otros sinónimos como, disulfuro isomerasa ER-60, ERp60, p58 y proteína reguladora de 
glucosa de 58 kDa. La falta de estandarización en dicha nomenclatura, puede dar lugar a 
conclusiones inadecuadas y en el peor de los casos, generar modelos incorrectos de 
ciertos mecanismos bioquímicos. Este problema se solucionaría, si todas las bases de 
datos y todas las revistas, siguieran las mismas reglas estandarizadas. El proyecto PSI 
(Proteome Standard Initiative) está haciendo un gran esfuerzo en este sentido. 
 
• EL PROBLEMA DE LAS PROTEÍNAS NO REGISTRADAS EN LAS BASES DE 
DATOS 
 
La identificación de proteínas, mediante técnicas de proteómica, está íntimamente 
relacionada con la comparación de los datos experimentales con las secuencias proteicas, 
anotadas previamente en las bases de datos. La mayoría de esta información, es 
producto de la traducción de la secuenciación completa de varios cientos de genomas de 
distintos organismos. Sin embargo, el genoma de muchos organismos todavía no ha sido 
secuenciado y el registro proteico presente en las bases de datos de numerosas plantas, 
microorganismos y especies marinas es ínfimo. En estos casos, la estrategia más 
adecuada para resolver este tipo de problemas es la secuenciación de novo de los 
espectros de fragmentación, típicamente mediante aproximaciones clásicas de la 
proteómica Bottom-Up. La secuenciación de novo permite determinar la secuencia 
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completa o al menos ciertos tags de secuencia, susceptibles de dar información sobre el 
posible origen de la proteína mediante analisis de homología, pero es una tarea compleja 
y tediosa, que necesita de experiencia previa por parte del usuario. 
 
4.1. LAS PROTEÍNAS MARINAS Y SU ESCASA PRESENCIA EN LAS BASES DE 
DATOS  
 
La superficie de la tierra se halla ocupada en un porcentaje superior al 70% por 
los océanos, una cifra que por sí misma evidencia la importancia que tiene el 
conocimiento de sus sistemas biológicos. La singularidad y diferentes características de 
los sistemas marinos, los cuales soportan más del 90% de la biomasa viva terrestre, es 
pues la responsable de que la supervivencia de los numerosos organismos que pueblan 
los océanos, dependa de su capacidad para adaptarse rápidamente a las variaciones de 
temperatura, luz y nutrientes que se producen en este hábitat, uno de los más dinámicos 
y complejos de nuestro planeta. Así pues y aunque la proteómica está siendo utilizada 
desde hace unos 15 años en una gran diversidad de disciplinas científicas, principal y 
obviamente en Biomedicina, las aplicaciones al estudio del medio marino aunque son 
muy recientes y escasas, pudiéndose afirmar que todavía están en su infancia, pueden 
resultar de gran ayuda para dilucidar la gran cantidad de aspectos y procesos en los que 
las proteínas marinas están implicadas. Sin embargo, y teniendo en cuenta que del total 
de los 33 phyla animales, 32 se hallan en los océanos y que hay muchas especies que 
todavía no han sido identificadas, las proteínas marinas están muy poco representadas 
en las bases de datos. Como se puede constatar, si se realiza una búsqueda en la base 
de datos UniProtKB, se puede comprobar cómo el número de proteínas disponibles para 
la Clase Actinopterygii, en donde se están incluidos todos los peces, es 
considerablemente mucho menor que el número de proteínas disponibles para toda la 
Superclase de los Tetrápodos (anfibios, aves, reptiles y mamíferos) (Figura 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Comparación entre el número de proteínas disponibles en la base de datos 
UniProtKB para todos los peces y para todos los Tetrápodos. Fuente: UniProtKB, Septiembre 2007. 
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De forma paralela, el genoma de la amplia mayoría de especies marinas, incluídas 
la mayoría de las especies de interés comercial, como es el caso de las especies 
pertenecientes a la familia Merlucciidae, -objeto principal de esta tesis-, todavía 
permanece sin secuenciar. Dentro del grupo de los Teleósteos, a día de hoy solamente se 
han secuenciado completamente el genoma de dos especies: el genoma del pez globo 
Tetraodon nigroviridis (Jaillon y col., 2004) y el genoma del pez globo tigre Takifugu 
rubripes (Aparicio y col., 2002). Además en el año 2001 dió comienzo la secuenciación 
completa del genoma del pez cebra (Danio rerio). La disponibilidad de las secuencias 
completas de los genomas de distintos organismos supone una gran fuente de 
información proteica, ya que muchas de estas secuencias proteicas han sido inferidas a 
partir de la traducción directa de sus respectivos genes. De este proceso se encarga 
principalmente la Genómica funcional.  
Como se puede deducir de lo expuesto, la principal limitación de la aplicación de 
las técnicas de proteómica al estudio de los organismos marinos es la gran escasez de 
registros proteicos presentes en las bases de datos. Así de las 98.512 entradas de 
proteínas pertenecientes a la Clase Actinopterygii, sólamente 50 de ellas están presentes 
en miembros de la familia Merlucciidae (Septiembre 2007, UniProtKB) (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Secuencias proteicas disponibles en las bases de datos para la familia Merlucciidae. 
Proteína Nº secuencias Especie/Subespecie 
Parbalbúmina β 2 M1, M11 
Citocromo b  4 M1, M7, M10, M11 
Citocromo b (fragmento) 1 (134 aa) M1 
 20 (143 aa) M1,M2,M3, M4,M5, M6,M7, M8,M10,M11, M12,M15, M16 
 4 (128 aa) M1, M7, M8 M12 
 1 (113 aa) M1 
 1 (135 aa) M13 
 1 (129 aa) M13 
Citocromo P450 1A (frag.) 1 M1 
Subunidad I citocromo oxidasa 3 (124 aa) M1, M10, M11 
 4 (130 aa) M1, M7, M10, M11 
 1 (148 aa) M13 
Histona (frag.) 1 M10 
ATPasa 1 M1 
Proteína p53 (frag.) 1 M1 
Gen-1 recombinate (frag.) 1 M15 
Rodofisina (frag.) 1 M1 
Vitellogenina A (frag.) 1 M1 
Vitellogenina B (frag.) 1 M1 
 
Merluccius merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. paradoxus (M5), M. 
hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis (M9), M. productus (M10), M. 
bilinearis (M11), Macruronus novaezelandiae nov. (M12), Ma. nov. magellanicus. (M13), M. angustimanus 
(M14), M. albidus (M15), M. hernandezi (M16).  
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4.1.1. EL MAR Y LA PROTEÓMICA  
 
Actualmente y en líneas generales, la investigación en proteómica marina se 
centra fundamentalmente y en orden de mayor a menor número de publicaciones, en 
tres grandes aspectos: estudios de índole medioambiental, estudios de expresión 
diferencial en microorganismos marinos, y estudios de interés alimentario. Además, pero 
ya en menor número, existen también algunos trabajos relativos a la caracterización de 
proteínas de interés biotecnológico (Rinkevich, 2005; Schweder y col., 2005; Mocz, 
2007), biogeoquímico (Powell y col, 2005; Dupont y col. 2006),  fisiológico (Forné, 2007; 
Fraser y Rogers, 2007), en acuicultura (Aagaard y col, 2006; Forné, 2007), procesos 
osmóticos (Lee y col, 2006), así como en la regulación de los ciclos circadianos (Akimoto 
y col., 2004; Wagner y col., 2005). 
En lo relativo a su aportación a cuestiones medioambientales, la proteómica está 
contribuyendo a dilucidar una amplio espectro de problemas que fundamentalmente son 
relativos a los efectos de la contaminación marina y a la toxicidad de los compuestos 
provenientes de la misma, en lo que se ha dado por denominar como 
“Ecotoxiproteómica” (Gomiero y col., 2006). Fundamentalmente se hace especial énfasis 
en la definición de biomarcadores de estrés ecológico (Mi y col., 2007), o del impacto del 
mismo sobre la expresión de diversas proteínas en diferentes organismos, siendo el 
mejillón (Mytilus edulis), una de las especies más estudiadas (Knigge y col., 2004; Apraiz 
y col., 2006; McDonagh y Sheehan, 2006; López, 2007b; Nunn y Timperman, 2007). 
A caballo entre los estudios medioambientales y microbianos, se sitúan un gran 
número de publicaciones centradas en el impacto ecológico sobre la microbiota marina. 
En este sentido las investigaciones se centran en la aplicación de la proteómica a 
distintos estudios de adaptación ecológica de microorganismos patógenos (Tunsjø y col., 
2007), en ecología microbiana (Weinbauer, 2004; Pedrós-Alió, 2006; Thomas y col., 
2007), y en la posibilidad de definir aquellos microorganismos que pueden ser 
indicadores de la contaminación marina (Devereux y col., 2006). 
En el grupo de aplicaciones de la proteómica al estudio de microorganismos 
marinos sin connotaciones medioambientales, las líneas de investigación se encuentran 
focalizada a caracterizar proteínas con una determinada actividad patógena (Evans y col., 
2007; Kim y col., 2007), reguladoras de una determinada función y/o adaptación 
metabólica (Gade y col., 2005; Papa y col., 2006; Taylor y col., 2006; Wu y col., 2006), 
o a realizar descripciones de los componentes de determinados subproteomas 
microbianos (Heeren y col., 2004; Redeby y col., 2006). 
Finalmente y en lo referente a los alimentos de origen marino existen distintas 
aplicaciones que serán desarrolladas con más detalle en el siguiente apartado, por ser 
objeto principal de esta tesis. 
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4.1.2. LA PROTEÓMICA Y LOS ALIMENTOS DE ORIGEN MARINO 
 
En lo referente a los alimentos de origen marino, las aplicaciones de la proteómica 
son hasta el momento muy reducidas. Teniendo en cuenta el problema añadido de que 
en gran medida todos los análisis han de estar íntimamente ligados a procedimientos de 
secuenciación de novo, las posibles o primeras aplicaciones en donde la proteómica 
estaría comenzando a dar sus frutos, se pueden catalogar en tres grandes grupos 
(Piñeiro y col., 2003):  
 
a) Proteómica y aspectos nutricionales 
 
De forma paralela a la nutrigenómica, la nutriproteómica se entiende como 
aquella disciplina que se encarga de la identificación de dianas proteicas que presentan 
un papel nutritivo en la dieta (Barnes y Kim, 2004). Hasta la fecha no se han descrito 
publicaciones de la proteómica en la caracterización de proteínas que exiban potenciales 
propiedades nutricionales dentro del campo de los recursos pesqueros. Entendemos que 
en un futuro próximo la proteómica pueda ser aplicada en este sentido, así como ya se 
está haciendo en otros campos nutricionales. Sin embargo, las aplicaciones proteómicas 
que más se han venido utilizado en esta línea de trabajo, han estado focalizadas al 
estudio de los cambios experimentados por las proteínas durante la elaboración y 
almacenamiento de los recursos pesqueros (Kjaersgård y Jessen, 2003; Morzel y col., 
2006). Estos estudios permiten establecer las relaciones existentes entre su estructura 
intrínseca (tamaño, composición, PTMs, etc) y las propiedades físicas del producto que de 
ella dependen (propiedades organoléticas, texturales, etc). 
 
b) Proteómica y seguridad alimentaría 
 
La evaluación de la inocuidad de los recursos pesqueros es una de las recientes 
aplicaciones donde la proteómica está teniendo más auge. Dentro de este campo, los 
estudios proteómicos con fines fisiológicos y sobre todo con implicaciones biomédicas son 
los más referenciados. Así, la proteómica permite la detección de aditivos alimentarios o 
fármacos, la caracterización e identificación de componentes alergénicos (Carrera y col., 
2006a), así como la identificación de compontes tóxicos o patológicos (Booy y col., 
2005). Por otra parte, la detección de patógenos que afectan a especies de acuicultura 
será una aplicación que presumiblemente tendrá un gran apogeo en un futuro (Erickson, 
2005). 
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c) Proteómica y autentificación de especies 
 
El control de origen y autenticidad de especies es uno de los aspectos más 
importantes donde la proteómica está empezando a dar muy buenos resultados. En este 
sentido, su aplicación a la identificación y autentificación de especies pesqueras es 
todavía muy reciente, pero los resultados obtenidos hasta el momento son muy 
prometedores (Piñeiro y col., 1998; Piñeiro y col., 2001; López y col., 2002; Carrera y 
col., 2006a; Carrera y col., 2007). La autentificación de especies es el elemento clave 
para la verificación imparcial y lucha contra prácticas engañosas. Esto es de especial 
interés en los alimentos marinos debido al enorme número de especies que pueden ser 
utilizadas como materia prima, a la gran diversidad de taxones susceptibles de ser 
comercializados bajo el mismo nombre, a la coexistencia en un mismo caladero de 
distintas especies difícilmente diferenciables y a la gran diversidad de presentaciones 
ofertadas en el mercado, en donde en muchos casos los caracteres morfológicos han 
desaparecido. La proteómica aplicada al estudio de los recursos pesqueros y a la 
acuicultura constituye por tanto una de las disciplinas con más posibilidades de futuro, ya 
que su potencialidad permitirá abrir un conocimiento más profundo de los mecanismos 
biológicos, ecológicos y nutricionales, que proporcionarán no sólo avances más profundos 
en el entendimiento de estos recursos, todavía hoy en día un poco olvidados y 
desconocidos, sino también de todo lo relacionado con el medio marino. 
 
II. ESTRATEGIAS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES DE 
ORIGEN MARINO  
 
1. ASPECTOS SOCIOECONÓMICOS DE LA PESCA COMO ALIMENTO 
 
La denominación genérica de pescado comprende a los animales vertebrados y 
comestibles marinos o de agua dulce, que han sido extraídos de su medio natural, y que 
generalmente son utilizados como alimentos, frescos o conservados por distintos 
procedimientos autorizados (CAE, 1991). 
El pescado es una fuente valiosa de alimento, debido a su alto valor nutritivo, 
pues contiene proporciones adecuadas de proteínas (todos los aminoácidos esenciales), 
vitaminas (A, D, E, B1, B6 y B12) y minerales (Fe, I, P, Na, Ca y K) (Piggot, 1976). 
Asimismo, es ampliamente conocido que las grasas de los pescados presentan una serie 
de cualidades beneficiosas para la salud humana, debido a su composición altamente 
insaturada. Se calcula que aporta entre 20-30 kcal/per cápita al día, aunque su 
composición química varía considerablemente en función de la especie, entre individuos 
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de una misma especie, edad, sexo, desarrollo sexual, medio ambiente y estación del año. 
En la Tabla 2 se detalla la composición básica del músculo de pescado. 
Tabla 2. Principales constituyentes del músculo de pescado (Stansby, 1962). 
Constituyente Mínimo (%) Variación Normal (%) Máximo (%) 
Agua 28 66-81 96 
Proteínas 6 16-21 28 
Lípidos 0,1 0,2-25 67 
Carbohidratos  <0,5  
Sales minerales  0,1-1  
Vitaminas  En trazas  
 
En la actualidad, la producción mundial de la pesca y de la acuicultura suministra 
alrededor de unos 140 millones de toneladas (t) anuales de pescado, de los cuales unos 
94 millones de t provienen de la pesca de captura. A estos valores, hay que sumarles los 
obtenidos gracias al gran crecimiento actual que está experimentando la acuicultura, la 
cual representa el 32,5% del total de la producción pesquera mundial (SOFIA, 2006). Si 
los pronósticos se cumplen, la acuicultura será en un futuro no muy lejano, la encargada 
de abastecer y compensar toda la gran demanda de recursos.  
China sigue siendo el mayor productor, ya que su producción pesquera declarada 
para el año 2004 ascendió a los 47,5 millones de t (16,8 millones de t de la pesca de 
captura y 30,6 millones de t de la acuicultura), le siguen Perú con 9,6 millones de t y la 
India con 6,1 millones de t (FIGIS FAO, 2004).  
En cuanto a la utilización o consumo de los productos pesqueros, se debe 
mencionar que de las 142 millones de t totales obtenidas en el año 2005, la mayor parte, 
un 80%, fueron dedicadas al consumo humano, lo que equivale a un consumo per cápita 
aparente de unos 16,6 kg/año (SOFIA, 2006). El 20% restante se destinó a productos no 
alimenticios, principalmente a la fabricación de harinas y aceites de pescado. 
El consumo de pescado muestra notables diferencias continentales, regionales y 
nacionales, así como variaciones en función de la renta per cápita. Por ejemplo, para el 
año 2004, se consumieron en África sólo 6,3 millones de t (suministro per cápita de 7,8 
kg/año); en cambio en Asia se consumieron los dos tercios del suministro total, unos 37 
kg/año per cápita. En la Unión Europea, el consumo medio fue de 24,4 kg/año en donde 
la Península Ibérica fue la más consumidora, alcanzando unos valores de consumo per 
cápita de 44 kg/año en España y 57,4 kg/año en Portugal. 
En cuanto a las especies más capturadas en todo el mundo, la anchoveta 
Engraulis ringens ocupa el primer lugar con unos 10,6 millones de t para el año 2004 
(Figura 17). La mayor parte de estas especies se utilizan para la obtención de harinas y 
aceites de pescado y sólo una pequeña parte se destina al consumo humano. Dentro del 
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grupo de los Gadiformes (bacalao, merluza y eglefino) que alcanzaron una captura de 9,4 
millones de t para ese año, nos encontramos en primer lugar con el abadejo de Alaska 
Theragra chalcogramma (2,6 millones de t), siendo en términos de especie la segunda 
más capturada. Una parte se destina a la fabricación de harinas y casi todo se procesa 
para hacer surimi. Después del bacalao, y dentro de este mismo grupo, la especie más 
capturada es la merluza, cuyo máximo exponente para ese mismo año fue la merluza 
argentina Merluccius hubbsi con un volumen de medio millón de t. Estas especies son 
destinadas principalmente para el consumo humano. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Capturas por grupos de especies a nivel mundial para el año 2004 (FIGIS FAO, 2004). 
 
1.1.  EL CASO PARTICULAR DE LOS PRODUCTOS PESQUEROS ESPAÑOLES  
 
España mira al mar por sus cuatro costados. Es un país inminentemente marítimo 
en el que, desde tiempos inmemoriales, los productos pesqueros son un aporte 
fundamental de proteínas a su dieta alimenticia, la conocida como dieta mediterránea. 
Esto ha propiciado el desarrollo de pesquerías, incluso en aguas exteriores y caladeros 
lejanos debido a la insuficiencia de la producción pesquera del caladero nacional. España 
contribuye a la producción pesquera mundial en un 1% (SOFIA, 2006), con un total de 
producción para el año 2004 de 1.167.051 t (803.870 t de la pesca de captura y 363.181 
t de la acuicultura), ocupando el puesto 24 en el ranking mundial y el cuarto puesto a 
nivel europeo, superado por Noruega, Islandia y Dinamarca (SOFIA, 2006). Sin embargo, 
a nivel europeo es el país con mayor producción dedicada al consumo humano. Dicha 
producción genera unos valores comerciales alrededor de unos 1.851.498 miles de euros 
anuales (MAPA, 2001). España es una de las mayores potencias pesqueras de la Unión 
Europea contribuyendo en buena parte a pautar la política relacionada con este sector. 
Peces de agua 
dulce
Bacalaos, merluzas, 
eglefinos
Peces costeros
Peces demersales
Arenques, sardinas, 
anchoas
Atunes, bonitos, 
agujas
Peces pelágicos
Otros
Gambas, 
camarones
Calamares, jibias, 
pulpos
Cangrejos, 
centrollas
0 5000 10000 15000 20000 25000
Miles de toneladas
                                                                                                               Introducción 
                                                                                                                                                      69
En cuanto al consumo de productos pesqueros, España se sitúa entre los primeros países 
del mundo, sólo por detrás de Japón y Dinamarca. El consumo en nuestro país se acerca 
a los 40 kg/año per cápita, lo cual nos obliga a realizar importaciones que suponen más 
de 2.800 millones de euros anuales (SOFIA, 2006). Desde el punto de vista económico, 
el pescado supone el 13,1% del gasto total que cada español realiza al año en 
alimentación. Prácticamente la totalidad de las capturas son para el consumo humano, ya 
que no llega al 1%, lo que se destina para la fabricación de harinas y aceites de pescado. 
Las dos categorías que más compran los hogares españoles son el pescado fresco y el 
pescado conservado o congelado crudo. Por otro lado los hábitos de compra por especie, 
son las que se muestran en la Figura 18, donde como se pude observar la especie más 
apreciada por los hogares españoles es la merluza. 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Porcentaje de la población española que consume  ciertas especies pesqueras. 
 
2. FAMILIA MERLUCCIIDAE: SISTEMÁTICA, DISTRIBUCIÓN E 
IMPORTANCIA ECONÓMICA 
 
La familia Merlucciidae puede ser considerada como uno de los grupos de especies 
más representativos del mercado pesquero español, con un consumo de unos 6 
kg/persona y año. En España, el consumo de merluza hasta la segunda mitad del siglo 
XX, estuvo basado en capturas de merluza Europea Merluccius merluccius, pero su 
elevada demanda ha provocado la sobreexplotación del caladero europeo, llevando a las 
empresas transformadoras de pescado a importar y comercializar otras especies de la 
misma familia. La familia Merlucciidae engloba distintas especies pertenecientes al 
género Merluccius y al género Macruronus, que no presentan el mismo valor comercial. 
En la siguiente gráfica (Figura 19) se puede observar como el volumen de capturas a 
nivel mundial para el año 2004 fue diferente para cada una de las especies. 
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Figura 19. Capturas globales de la familia Merlucciidae para el año 2004 (FAO FIGIS). 
 
La familia Merlucciidae, según Cohen y col. (1990), constituye un conjunto muy 
problemático de especies, sobre las que todavía no existe consenso sobre su amplitud y 
relaciones filogenéticas. Desde hace mucho tiempo, numerosos taxónomos han 
propuesto claves dicotómicas para las especies del género Merluccius; sin embargo, sus 
similitudes morfológicas externas han generado cierta confusión. Dicha situación, se 
agrava cuando intervienen intereses económicos, puesto que son especies, objeto de 
importantes pesquerías, manipulación y comercialización. 
La jerarquía que aquí se comenta sigue los criterios establecidos por Nelson 
(1994): Clase Actinopterygii; Subclase Neopterygii; Orden Gadiformes. Sin embargo, la 
amplitud de los niveles inferiores es la plasmación de los últimos resultados publicados 
en el Catálogo de Especies para los Fines de la Pesca de la FAO: Merluzas del Mundo 
(familia Merlucciidae) (Lloris y col., 2003). De este modo, la familia Merlucciidae 
comprende peces de comportamiento demersal y bentopelágico, de aguas frías o 
templadas, que se alimentan de gran variedad de peces. Su tamaño varía en función de 
la temperatura; así, las especies que habitan en aguas frías pueden superar el metro de 
longitud, en cambio, las de zonas tropicales no sobrepasan los 32 cm. Están sometidas a 
migraciones circadianas, durante las cuales reposan en el fondo durante el día y suben a 
la superficie por la noche para alimentarse. También pueden realizar migraciones 
estacionales hacia latitudes más altas en verano y hacia latitudes más bajas en invierno. 
Esta familia engloba 2 subfamilias (Merlucciinae y Macruroninae), propuestas 
anteriormente por (Marshall y Cohen, 1973; Fahay y Markle, 1984; Okamura, 1989), que 
a su vez, comprenden 4 géneros (Merluccius, Macruronus, Lyconus y Lyconodes) (Figura 
20) y 18 especies distintas. 
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Figura 20. Clasificación de la familia Merlucciidae. 
 
Los géneros Lyconus y Lyconodes presentan entre sí un alto grado de semejanza, 
lo que sugiere que en alguna próxima revisión podrían ser consideradas como un único 
género. De entre todas estas especies, 13 están enmarcadas en el género Merluccius y 2 
en el género Macruronus, siendo denominadas, comúnmente, como merluzas y merluzas 
de cola o granaderos respectivamente; ambas son de gran interés pesquero, pero 
presentan distinto valor comercial. 
 
2.1. SUBFAMILIA MACRURONINAE GÜNTHER, 1873 
 
La subfamilia Macruroninae Günther, 1873, está constituida por peces de cuerpo 
alargado y comprimido, adelgazándose hasta el extremo caudal y sin aleta caudal 
diferenciada, de ahí su denominación como merluzas de cola. Esta subfamilia comprende 
3 géneros y 5 especies referidas en la Figura 21. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Clasificación de la subfamilia Macruroninae. 
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Dentro de esta subfamilia, sólo tienen interés comercial las dos poblaciones 
distintas de la especie Macruronus novaezelandiae (Ma. nov. nov. y Ma. nov. 
magellanicus). El género Lyconodes Gilchrist, 1922, fue descrito basándose en un único 
ejemplar, ahora perdido, capturado al oeste del Cabo de Buena Esperanza. Esta escasa 
información, hace que hasta el momento se respete la actual dicotomía debido a que 
solamente se transcriben los datos extraídos de la bibliografía (Gilchrist, 1922). Por otra 
parte las dos especies pertenecientes al género Lyconus Günther, 1887, se capturan 
ocasionalmente en el Atlántico noroccidental, nororiental y suroriental (Lyconus 
brachycolus, Holt y Byme, 1906) o en el Atlántico sur, sur y este de Nueva Zelanda 
(Lyconus pinnatus, Günther, 1887) y no representan ningún interés para la industria 
pesquera. En cuanto al género Macruronus Günther, 1873, sólo es conocida 
esporádicamente en el Atlántico suroriental (Sudáfrica) la especie Macruronus capensis 
Davies, 1950, la cual tampoco presenta interés para el mercado pesquero. 
La especie más comercializada, dentro de esta subfamilia, es la especie 
Macruronus novaezelandiae Hector, 1871, denominada comúnmente como merluza de 
cola, o granadero. Se conocen dos poblaciones distintas, una presente en aguas del sur 
de Australia, Tasmania y Nueva Zelanda (Macruronus nov. novaezelandiae Hector, 1871) 
y otra que habita las aguas de ambos lados del cono sur americano (Macruronus nov. 
magellanicus Lönnberg, 1907) (Figura 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Distribución conocida de las subespecies de Macruronus novaezelandiae. 
 
Son especies de aguas templadas o frías, viven entre los 200 y 800 m de 
profundidad, aunque también puede estar presentes entre los 30 y 40 m. La merluza de 
cola Ma. nov. nov. (Figura 23a), es capturada en Australia, Tasmania y sobre todo en 
Nueva Zelanda, donde constituye la principal pesquería del país. En los últimos años, 
estas capturas han alcanzado máximos superiores a las 350.000 t. Esta merluza es 
comercializada en forma de filetes o bloques congelados.   
Ma. nov. novaezelandiae Ma. nov. magellanicus 
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 Las capturas efectuadas en el cono sur americano (Ma. nov. magellanicus) 
(Figura 23b) corresponden en gran medida a las flotas argentinas y en menor medida, a 
flotas españolas y de las Islas Malvinas. Se comercializan en fresco o congeladas y han 
sido utilizadas esporádicamente para producir harinas. 
 
 
      
 
 
Figura 23. Imágenes de las subespecies Ma. nov. nov. (a) y Ma. nov. magellanicus (b). 
 
2.2. SUBFAMILIA MERLUCCIINAE SVETOVIDOV, 1948 
 
Los especímenes de la subfamilia Merlucciinae Svetovidov, 1948, tienen el cuerpo 
alargado y poco comprimido, con aleta caudal bien diferenciada. Comprende un solo 
género: Merluccius Rafinesque, 1810, que engloba 13 especies distintas (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Especies pertenecientes la subfamilia Merlucciinae. 
Nombre científico Nombre común en español (FAO) 
Merluccius albidus Merluza blanca de altura 
Merluccius angustimanus Merluza panameña 
Merluccius australis Merluza austral 
Merluccius bilinearis Merluza norteamericana 
Merluccius capensis Merluza del Cabo 
Merluccius gayi Merluza del Pacífico sur 
Merluccius hubbsi Merluza argentina 
Merluccius merluccius Merluza europea 
Merluccius paradoxus Merluza de altura del Cabo 
Merluccius patagonicus Merluza patagónica 
Merluccius polli Merluza de Benguela 
Merluccius productus Merluza del Pacífico norte 
Merluccius senegalensis Merluza del Senegal 
 
Las distintas especies del género Merluccius se encuentran tanto en el hemisferio 
norte como en el sur con una distribución geográfica muy amplia (Figura 24). 
El solapamiento de los hábitats geográficos de las especies constituye un 
problema a la hora de su identificación. En Sudáfrica coexisten dos especies de merluzas 
del Cabo, la merluza del Cabo propiamente dicha (M. capensis) y la merluza de altura del 
Cabo (M. paradoxus); la merluza austral (M. australis) y la merluza argentina (M. hubbsi) 
conviven en la Patagonia, y la merluza austral y la del Pacífico sur (M. gayi) habitan en 
las costas del sur y centro de Chile. Este solapamiento implica la frecuente captura de 
a) b) 
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dos especies distintas en una misma pesquería. Esta circunstancia unida al difícil 
reconocimiento a partir de sus caracteres morfológicos, hace que sea indispensable el 
desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico diferenciales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Distribución geográfica de las principales especies del género Merluccius. Fuente FAO. 
 
• Merluccius albidus Mitchill, 1818 
 
La distribución geográfica de esta especie, también conocida como merluza blanca 
de altura, está muy restringida al océano Atlántico occidental (Figura 24). Habita en 
fondos blandos de 92 a 1.170 m de profundidad y no realiza migraciones circadianas. 
Presenta una segregación batimétrica por clases de talla y sexo, a partir de los 550 m de 
profundidad solamente se capturan grandes hembras. La talla máxima encontrada es de 
40 cm para los machos y 70 cm para las hembras. La merluza blanca de altura es objeto 
de una pesquería local. Ningún país declara a la FAO capturas de esta especie. 
 
• Merluccius angustimanus Garman, 1899 
 
Se conoce como merluza panameña y habita en las aguas del Pacífico oriental 
(Figura 24). La merluza panameña se encuentra en fondos de 80 a 500 m. Existen pocos 
datos biológicos sobre esta especie, debido a que no es objeto de explotación comercial. 
Alcanza una talla máxima de 39 cm, siendo capturada en pequeñas cantidades por 
pesquerías de carácter local, que no declaran a la FAO. 
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• Merluccius australis Hutton, 1872 
 
Esta especie, conocida como merluza austral, presenta dos poblaciones o 
subespecies distintas, en función de su distribución geográfica: M. australis australis 
Hutton, 1872 y M. australis polylepis Ginsburg, 1954, (Ginsburg, 1954; Inada, 1981). La 
población de Nueva Zelanda M. australis australis, se distribuye al sur del paralelo 40ºS y 
la población que ocupa el sur americano M. australis polylepis, está presente en la 
vertiente del Pacífico nororiental (Chile) y rodea el Cabo de Hornos (Figura 24).  
La subespecie M. australis australis se concentra entre los 500 y 900 m de 
profundidad, alcanzando una talla máxima de 130 cm. Constituye una pesquería de 
segundo orden, al ser capturada asociada a la pesquería de Ma. nov. nov. Las capturas 
han ido aumentando progresivamente hasta superar, las 15.000 t anuales. La biología de 
la subespecie M. australis polylepis es poco conocida. Vive asociada a aguas 
subantárticas, alcanzando una longitud máxima de 155 cm. Las capturas de esta 
subespecie están en torno a unas 3.000-4.000 t en el Atlántico y unas 25.000 t en el 
Pacífico y sus pesquerías solapan con las de la merluza M. hubbsi. Es una merluza de 
gran calidad, cuyos precios de venta son superiores a los de otras especies de merluza, 
comercializándose en forma de ejemplares frescos enteros o congelados. 
 
• Merluccius bilinearis Mitchill, 1814 
 
Esta especie se distribuye por las costas atlánticas de Canadá y de los Estados 
Unidos de América (Figura 24), por lo que se conoce como merluza norteamericana. Se 
trata de una especie demersal, que se encuentra entre los 51 y 914 m de profundidad. 
La longitud máxima registrada es de 76 cm y la media es de unos 37 cm para los machos 
y de 65 cm para las hembras. Constituye una de las pesquerías con mayor tradición y es 
explotada por flotas de Estados Unidos de América, Canadá, Cuba y Rusia, con unos 
niveles próximos a las 30.000 t anuales. La merluza norteamericana se comercializa 
principalmente fresca y en menor medida congelada. 
 
• Merluccius capensis Castelnau, 1861 
 
Esta especie, llamada también merluza del Cabo, se distribuye en el Atlántico 
suroriental y solapa por el norte con la de la merluza angoleña M. polli y parcialmente y 
en zonas de profundidad con la merluza del Cabo de altura M. paradoxus (Figura 24). 
Distintos estudios ponen de manifiesto las similitudes existentes entre M. capensis, M. 
merluccius y M. senegalensis (Roldán y col., 1999). Es una especie demersal y 
bentopelágica que realiza migraciones verticales y estacionales. Se sitúa entre los 50 y 
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500 m de profundidad. La longitud oscila entre los 40 y 60 cm, siendo la máxima 
registrada de 120 cm. Las capturas de M. capensis se declaran conjuntamente con las de 
merluza M. paradoxus. Es capturada por distintos países, principalmente Rusia, España, 
Sudáfrica, Japón y Cuba, en torno a unas 500.000 t anuales. La merluza del Cabo se 
comercializa de diversas formas, que van desde el producto fresco, sea entero o 
fileteado, hasta congelado, una vez descabezado y eviscerado o en bloques, con sin piel. 
Casi la totalidad de las capturas se exportan a Europa, principalmente a España. 
 
• Merluccius gayi Guichenot, 1848 
 
Su nombre común es merluza del Pacífico sur, y presenta dos subespecies 
distintas separadas entre sí por una distancia mínima de 1.300 km (Figura 24). Ginsburg 
(1954), dividió a la especie Merluccius gayi en dos subespecies: M. gayi gayi y M. gayi 
peruanus, que habitan aguas de Chile y de Perú, respectivamente.  
La subespecie chilena M. gayi gayi presenta una importante migración latitudinal, 
a lo largo del año. A finales del invierno se dirige hacia el norte para frezar, pero durante 
el verano y otoño retorna al sur, donde hay mayor disponibilidad de presas. Las hembras 
pueden alcanzar una longitud de 87 cm. El volumen de captura declarado a la FAO se ha 
mantenido más o menos estable a lo largo de los últimos años, en torno a las 130.000 t. 
La subespecie peruana M. gayi peruanus habita las costas próximas de Perú, entre los 
100-500 m de profundidad. Presenta una distribución latitudinal por clases de talla: en la 
zona 5-7ºS abundan los ejemplares medianos, con una talla media de 40 cm; los 
grandes ejemplares normalmente están presentes al sur de los 6ºS y se desplazan a 
zonas más meridionales en cuanto detectan la Oscilación Austral de El Niño (ENSO). La 
población peruana de M. gayi, es explotada por flotas locales e intensamente por flotas 
de arrastre de altura que exportan casi la totalidad de sus capturas. La captura total 
peruana ha fluctuado mucho desde los inicios, con un registro máximo en el años 1978 
de más de 300.000 t. Esta merluza se comercializa preferentemente congelada, aunque 
también ha sido utilizada para la producción de harinas de pescado. 
 
• Merluccius hubbsi Marini, 1933 
 
Es conocida como merluza argentina y se distribuye por el Atlántico suroccidental, 
al sur y al este de las costas argentinas, donde solapa con M. patagonicus y con M. 
australis polylepis (Figura 24). Realiza migraciones estacionales, durante el principio del 
otoño, desde la plataforma continental hacia el norte y hacia aguas más profundas; a 
principios de primavera inicia el camino de vuelta. La longitud máxima registrada es de 
95 cm, pero normalmente los machos alcanzan unos 50 cm y las hembras unos 60 cm. 
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La merluza argentina constituye la principal especie capturada de los recursos 
pesqueros de las costas atlánticas de Sudamérica, sobre todo en Argentina y Uruguay. 
Actualmente las capturas están por debajo de las 480.000 t anuales (FIGIS, FAO 2004). 
Se comercializa en fresco en Argentina y Uruguay y se exporta, sobre todo a la Unión 
Europea y a los Estados Unidos de América, en forma de producto congelado ya sea en 
forma de ejemplares enteros eviscerados y descabezados o en bloques de filetes. 
 
• Merluccius merluccius Linnaeus, 1758 
 
Esta especie es conocida como merluza europea, habiéndose descrito tres posibles 
poblaciones según su localización. La subespecie Merluccius merluccius merluccius 
Linnaeus (1758), que se distribuye por el Atlántico europeo, Cantábrico, Portugal, 
Marruecos y Mediterráneo suroccidental; la subespecie Merluccius merluccius smiridus 
Rafinesque (1810), que solamente habita el Mediterráneo noroccidental y finalmente, a 
pesar de disponer de un solo ejemplar, la subespecie Merluccius merluccius lessepsianus, 
que procede del mar Rojo (Figura 24). La merluza europea es una especie de 
comportamiento demersal y bentopelágico, que vive sobre sustratos blandos, a 
profundidades entre los 50 y 370 m de profundidad. La longitud máxima registrada en el 
Atlántico es de 140 cm, aunque raramente exceden los 100 cm. En el Mediterráneo, no 
sobrepasan los 89 cm.  
Las principales pesquerías se encuentran en Escocia, Irlanda, España, Portugal y 
Marruecos. Las mayores capturas corresponden al Atlántico nororiental donde se ha 
registrado un máximo de unas 160.000 t, pero actualmente existe una tendencia 
descendiente que sitúa las capturas por debajo de las 40.000 t. La merluza europea por 
su calidad, es comercializada fresca entera o fileteada prácticamente en su totalidad. 
 
• Merluccius paradoxus Franca, 1960 
 
Su nombre común es merluza de altura del Cabo, y se distribuye por el Atlántico 
oriental (Figura 24). Es una especie demersal que vive sobre fondos fangosos desde los 
200 hasta los 850 m de profundidad. Alcanzan una talla máxima de 82 cm las hembras y 
53 cm los machos, aunque lo más común es que oscilen entre los 40 y 60 cm. Como 
mencionamos anteriormente las capturas de M. paradoxus se declaran conjuntamente 
junto con las de M. capensis. 
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• Merluccius patagonicus Lloris y Matallanas, 2003 
 
También conocida como merluza patagónica. Con toda probabilidad y hasta el 
2003, ha sido confundida con M. hubbsi y quizás también con M. australis. El ejemplar 
considerado como holotipo mide 61 cm de longitud y está depositado en el Instituto de 
Ciencias del Mar de Barcelona. Su distribución geográfica hasta el momento es cercana a 
la latitud Comodoro Rivadavia en la costa atlántica argentina, a una profundidad de 95 
m. Su pesquería es desconocida al ser confundida con M. hubbsi y/o M. australis. 
 
• Merluccius polli Cadenat, 1950 
 
Vulgarmente conocida como merluza de Benguela. Se conocen dos poblaciones 
distintas separadas por una distancia de 500 km: M. polli polli, Cadenat, 1950 y M. polli 
cadenati Doutre, 1960. Presentes en el Atlántico oriental, solapándose al norte, con la 
merluza M. senegalensis y al sur con las merluzas M. capensis y M. paradoxus (Figura 
24). De norte a sur, la subespecie M. polli cadenati se distribuye desde Cabo Barbas 
hasta Liberia. Seguidamente, existe una franja de unos 500 km en la que no se 
encuentra ninguna de las dos subespecies. Finalmente, desde Port Gentil hasta el sur por 
Angola y norte de Namibia se encuentra M. polli polli. 
Es una especie de costumbres demersales, y se encuentra entre los 50 y 550 m 
de profundidad, aunque M. polli cadenati puede alcanzar los 1.000 m de profundidad. La 
longitud máxima registrada es de 80 cm, y la común entre 16 y 42 cm. La merluza de 
Benguela es capturada en Angola y en el norte de Namibia, aunque se le atribuye un 
escaso interés comercial. Ha sido tratada en lo relativo a su explotación y 
comercialización junto con la especie M. senegalensis debido a que la separación de 
ambas capturas presenta bastantes dificultades.  
 
• Merluccius productus Ayres, 1855 
 
También denominada merluza del Pacífico norte. Se distribuye por el Pacífico 
oriental, vive asociada a la Corriente de California y realiza amplias migraciones para 
ocupar aguas septentrionales y menos profundas en otoño e invierno (Figura 24). Su 
crecimiento es muy rápido registrándose un máximo con 91 cm de longitud. El desarrollo 
de esta pesquería, se vió dificultada por el rápido deterioro del producto, a causa del 
reblandecimiento muscular producido por la proteólisis inducida por los parásitos 
mixozoos. Este deterioro sólo es evitable con un rápido enfriamiento o mediante 
inhibidores enzimáticos. Durante mucho tiempo fue comercializada en América como 
harina de pescado y alimento animal. Hoy en día también es comercializada como 
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producto congelado una vez descabezada y eviscerada o fileteada en Rusia. Actualmente 
alcanza un nivel de capturas próximo a las 200.000 t. 
 
• Merluccius senegalensis Cadenat, 1950 
 
Es conocida como la merluza del Senegal. Se distribuye por el Atlántico oriental. 
Al norte solapa con M. merluccius y más al sur con M. polli (Figura 24). Es una especie 
demersal, batipelágica, que vive sobre fondos blandos, desde los 18 hasta los 800 m de 
profundidad. La longitud máxima registrada es de 87 cm para las hembras y de 78 cm 
para los machos. Al solaparse su área de distribución con las anteriores especies, sus 
pesquerías también se solapan. Esta circunstancia hace que las pesquerías de estas 
merluzas se confundan, sobre todo con la merluza M. polli. Dicha pesquería mostró un 
máximo en los años 70 con unos niveles superiores a las 100.000 t anuales, debido 
fundamentalmente a la actividad de la antigua URSS, pero también de la flota española. 
A partir de esa fecha, las capturas mostraron un gran descenso y una cierta estabilidad a 
partir de 1980, con valores anuales próximos a las 20.000 t anuales, capturadas en gran 
medida por la flota española. Actualmente, la explotación de esta zona se realiza 
exclusivamente por flotas locales, debido al acuerdo establecido entre Marruecos y la 
Unión Europea. Se comercializa tanto en fresco como congelada. 
 
3. EL PROBLEMA DE LA AUTENTIFICACIÓN DE ESPECIES EN LOS 
PRODUCTOS DERIVADOS DE LA PESCA 
 
La autenticidad de especies es actualmente un tema de gran preocupación para 
las autoridades sanitarias y alimentarias, ya que un etiquetado incorrecto supone, de 
entrada, un fraude comercial para los consumidores, especialmente cuando se produce 
una sustitución total o parcial de una especie por otra de menor valor comercial. 
Además, puede tener serias implicaciones sanitarias en consumidores que exhiban 
sensibilidad frente a componentes alergénicos. En los productos pesqueros 
transformados, la identificación de las diferentes especies de pescado es de gran 
importancia, ya que las características externas del pescado han sido eliminadas. Del 
mismo modo, el desarrollo de las tecnologías de conservación y elaboración de alimentos 
y la liberación del comercio de la pesca, han contribuido a la globalización de dicho 
mercado y a la diversificación de los alimentos de origen marino, tanto en términos de 
especie como de productos, lo que exige un exhaustivo control del origen. Se calcula que 
actualmente se distribuyen en el comercio internacional más de 5.000 especies de 
pescado diferentes bajo distintas formas, etiquetas, preparaciones y precios diferentes, 
de las cuales alrededor de unas 500 se comercializan en la Unión Europea.  
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Esta situación se complica aún más, ya que en distintos paises, muchas especies 
diferentes tienen el mismo nombre común (Tabla 4). 
 
Tabla 4. Especies denominadas como merluzas o “hake” en algunos países. Fuente: FishBase 
País Denominadas comúnmente como merluzas 
Argentina Merluccius hubbsi; Merluccius australis; Macruronus novaezelandiae magellanicus; 
Dissostichus eleginoides; Percophis brasiliensis 
Chile Macruronus novaezelandie magellanicus; Merluccius hubbsi; Merluccius gayi gayi; 
Merluccius australis; Micromesistius australis  
España Merluccius hubbsi; Merluccius bilinearis; Merluccius gayi gayi; Merluccius albidus; 
Merluccius angustimanus; Merluccius gayi peruanus; Merluccius merluccius; Macruronus 
novaezelandiae novaezelandiae; Merluccius paradoxus; Merluccius productus; Merluccius 
capensis; Macruronus novaezelandiae magellanicus; Merluccius australis; Merluccius 
polli; Merluccius senegalensis; Steindachneria argentea; Dissostichus eleginoides; Mora 
moro  
 Denominadas comúnmente como “hake” 
Australia Merluccius hubbsi; Merluccius capensis; Merluccius australis; Merluccius gayi gayi; 
Macruronus novaezelandiae; Rexea solandri 
EEUU Merluccius capensis; Merluccius bilinearis; Macruronus novaezelandiae novaezelandiae; 
Merluccius hubbsi; Merluccius angustimanus; Merluccius gayi gayi; Merluccius gayi 
peruanus; Merluccius australis; Merluccius productus; Urophycis cirrata; Urophycis 
earllii; Urophycis chuss; Urophycis floridana; Urophycis regia; Urophycis tenuis 
Steindachneria argentea; Antimora rostrata; Rexea solandri; Phycis chesteri 
Reino Unido Merluccius angustimanus; Merluccius gayi peruanus; Merluccius polli; Merluccius gayi 
gayi; Merluccius bilinearis; Merluccius hubbsi; Merluccius senegalensis; Merluccius 
paradoxus; Merluccius merluccius; Merluccius australis; Merluccius capensis; Merluccius 
albidus; Merluccius productus; Merluccius hubbsi; Macruronus novaezelandiae 
magellanicus; Urophycis chuss; Urophycis brasiliensis; Urophycis tenuis; Urophycis 
earllii; Raniceps ranirus; Phycis chesteri; Phycis blennoides; Steindachneria argentea; 
Physiculus fulvus Antimora rostrata; Pollachius pollachius 
 
Cuanto mayor es la diversidad de especies, susceptibles de ser comercializadas 
bajo el mismo nombre, mayor es la necesidad de establecer un sistema de control de 
origen y autenticidad de especies. Del mismo modo, cuanto mayor es el grado de 
solapamiento de sus hábitats, mayor es la frecuencia de capturar dos especies distintas 
en una misma área. Así, en Sudáfrica coexisten dos especies de merluza del Cabo (M. 
capensis y M. paradoxus), que son capturadas en una misma pesquería (Figura 24). 
Cuando la relación filogenética entre las especies es muy próxima, mayor es la similitud 
morfológica, en los casos en que ésta esté presente, por lo que difícilmente se logra la 
identificación. Finalmente, el grado de procesado o manipulación del pescado, previo a la 
venta, dificulta la identificación de los especimenes utilizados en dicho producto.  
Las sustituciones de especies en elaborados y productos transformados es 
conocida a nivel mundial. Así, cabe citar las sustituciones de lenguado (Solea vulgaris), 
por fletán (Reirtnbardus hippoglossoides); las de bacalao (Gadus morhua), por abadejo 
de Alaska (Theragra chalcogramma) o merluza de cola (Macruronus spp.); y las de 
merluza europea (M. merluccius) por otras especies como, la merluza argentina (M. 
hubbsi), la merluza de Senegal (M. senegalensis) o la merluza chilena (M. gayi), 
merluzas que presentan unas características organolépticas menos apreciables. 
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Para asegurar el control de origen frente a sustituciones de especies que den lugar 
a fraudes al consumidor y a competencia desleal entre productores, la UE ha establecido 
la Directiva 2000/13/CE, que especifica en su Artículo 2, que el etiquetado de cualquier 
producto alimenticio no deberá inducir a error al comprador respecto de las 
características o los efectos o propiedades del alimento; en particular, sobre su 
naturaleza, identidad, cualidades, composición, cantidad, duración, origen o procedencia, 
y modo de fabricación o de obtención. En España, el Real Decreto 1380/2002, de 20 de 
Diciembre y el Real Decreto 121/2004, de 23 de Enero regulan respectivamente, la 
identificación y el etiquetado de los productos de la pesca, la acuicultura y el marisqueo, 
congelados o ultracongelados el primero, y vivos, frescos, refrigerados o cocidos el 
segundo, siendo un requisito fundamental la indicación clara del nombre de la especie 
utilizada.  
En la Tabla 5 se muestran las denominaciones comerciales, para los miembros de 
la familia Merlucciidae, según la legislación vigente en España.  
 
Tabla 5. Denominaciones comerciales para la familia Merlucciidae admitidas en España. 
Nombre científico Nombre comercial 
Merluccius spp. Merluzas o pescadillas 
M. australis Merluza austral o merluza de Chile o M. sureña 
M. bilinearis Merluza americana o plateada 
M. capensis Merluza del Cabo 
M. gayi Merluza de Perú o gayi 
M. hubbsi Merluza argentina o sudamericana 
M. merluccius Merluza o merluza europea 
M. paradoxus Merluza del Cabo o M. de altura 
M. polli Merluza negra o merluza de Angola 
M productus Merluza del Pacífico 
M. senegalensis Merluza negra o merluza de Senegal 
Macruronus spp. Merluzas de cola 
Ma. novaezelandiae novaezelandiae Merluza de cola o merluza de cola azul 
Ma. nov. magellanicus Merluza de cola patagónica 
BOE 69, Resolución de 27 de febrero de 2006, de la Secretaría General de Pesca Marítima. 
 
La autentificación de los productos pesqueros ha sido objeto de estudio desde 
finales del siglo XIX. Los primeros intentos de identificación se basaron en la observación 
directa, por taxónomos expertos, de los caracteres morfológicos y anatómicos, 
específicos para cada especie, a partir del material entero sin procesar (Inada, 1981). 
Lloris y col. (2003), describieron una serie de caracteres particulares para la correcta 
identificación de las especies de la familia Merlucciidae. Sin embargo, solamente expertos 
taxónomos son capaces de identificar estas especies únicamente mediante la observación 
directa de estos caracteres (Inada, 1981; Lloris y col., 2003). Por el contrario, una vez 
procesado el producto, la mayoría de dichos caracteres morfológicos desaparecen, por lo 
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que la identificación se hace prácticamente imposible. Es necesario por tanto recurrir a 
técnicas alternativas basadas en el análisis de caracteres específicos a nivel molecular. 
Los marcadores moleculares o bioquímicos más recurridos para la identificación de 
especies pesqueras son los ácidos nucleicos y las proteínas. Son escasos los estudios que 
se han publicado utilizando el análisis de los lípidos (Medina y col., 1995; Joensen y 
Grahl-Nielsen, 2000; Wirth y col., 2000; Medina y col., 2003), ya que su composición no 
solamente varía en función de la especie, sino también en función del tipo de 
alimentación, etapa de crecimiento, freza, temperatura ambiental, salinidad, presión, etc. 
No obstante, el análisis de lípidos ha demostrado ser más útil para la discriminación entre 
pescado salvaje y de acuicultura (Chen y col., 1995; Tritt y col., 2005). 
 
3.1. TÉCNICAS  BASADAS EN EL ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
Los métodos analíticos basados en la detección de ácidos nucleicos, 
principalmente ADN, han alcanzado una notable importancia en la autentificación de los 
productos pesqueros en las últimas décadas. El análisis de las secuencias genéticas 
específicas puede ser aplicado tanto a productos frescos como a procesados, gracias a la 
naturaleza estable de la molécula de ADN, a su carácter ubicuo y a su gran contenido en 
información dirimente que no se ve afectada por variaciones de expresión. 
Para la identificación de especies pesqueras, se han utilizado determinadas 
regiones del ADN mitocondrial (ADNmt) y del ADN nuclear (ADNn), aunque 
preferentemente se ha venido utilizando el ADNmt, debido a su pequeño tamaño, a su 
escasa o nula recombinación, a que es haploide, sin intrones, de herencia materna y con 
un mayor porcentaje de sustituciones que el ADNn. Además, a nivel celular, hay mayor 
número de copias de ADNmt que de ADNn y mayor número de secuencias disponibles en 
las bases de datos. El análisis del gen del citocromo b del ADNmt ha sido ampliamente 
utilizado en la identificación de distintas especies pesqueras, tales como: salmón, peces 
planos y merluzas (Rehbein y col., 1997; Céspedes y col., 1998; Lockley y Bardsley, 
2000; Russell y col., 2000; Sotelo y col., 2001; Calo-Mata y col., 2003; Jérôme y col., 
2003; Pérez y col., 2004a; Pérez y García-Vázquez, 2004; Chapela y col., 2007) y en 
productos enlatados, como el atún (Quinteiro y col., 1998; Rehbein y col., 1999a). La 
región control del ADNmt, también se ha utilizado en la identificación de distintas 
especies de merluzas (Quinteiro y col., 2001) y la región mitocondrial 12S ARNr, para la 
identificación de peces planos y pargo (Comesaña y col., 2003; Zhang y Rasco, 2006). 
Las regiones variables del ADNn, como la región del gen 5S del ADN ribosómico 
(ADNr), se han utilizado en la identificación de ciertas especies pesqueras, tales como: 
lenguado, fletán, perca del Nilo y varias especies de mero (Céspedes y col., 1999a; 
Asensio y col., 2001a; Asensio y col., 2004). Otras regiones, como el gen de la α-actina, 
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también consiguen la identificación de especies de perca del Nilo y mero (González, 
2001). Por último, la región 5S del ARNr y ciertos locus de los microsatélites han 
conseguido la identificación de distintas especies de merluza (Castillo y col., 2003; Pérez 
y García-Vázquez, 2004).  
Los métodos de autentificación de especies de pescado basados en técnicas 
genéticas, podrían evidenciarse con técnicas como la hibridación o la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) (Mullis y col., 1986). Así, utilizando la técnica de hibridación 
Southern blot, Pérez y col. (1999) identificaron híbridos de las especies de salmónidos.  
Actualmente, las metodologías se centran en la amplificación por PCR de ciertas 
regiones específicas. Esta puede ser entendida de forma cualitativa o cuantitativa.  
 El análisis cualitativo se utiliza solamente para conocer la presencia o ausencia de 
una determinada secuencia de ADN en una muestra, como por ejemplo aquellas 
secuencias determinantes de una especie concreta. El hecho de que el número de 
secuencias nucleotídicas disponibles en el GenBank o en otras bases de datos esté 
creciendo continuamente, facilita la búsqueda de aquellas secuencias nucleotídicas 
específicas para la identificación de especies. Después de la amplificación por PCR de una 
determinada secuencia específica, la posterior confirmación de la especie a identificar 
puede ser realizada mediante la búsqueda de polimorfismos entre las especies o por 
medio de secuenciación. La búsqueda de polimorfismos entre las especies pesqueras ha 
sido estudiada mediante distintas metodologías, tales como: los polimorfismos de 
fragmentos de restricción (PCR-RFLP), empleados en la identificación de distintas 
especies de salmón, gádidos, peces planos y merlúcidos (Russell y col., 2000; Quinteiro y 
col., 2001; Sotelo y col., 2001; Pérez y col., 2004; Aranishi y col., 2005); los 
polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) (Maldini y col., 2006); los 
polimorfismos de conformación de cadenas sencillas (PCR-SSCP) para  la identificación de 
varias especies de atún, caviar, salmón, anguilas, sardinas, peces planos, perca del Nilo, 
mero y merluzas (Rehbein y col., 1999a; Céspedes y col., 1999b; Asensio y col., 2001b; 
Colombo y col., 2005; Chapela y col., 2007); la amplificación aleatoria de polimorfismos 
de ADN (RAPD), que han logrado la discriminación de especies y subespecies de tilapia, 
mero, perca del Nilo (Bardakci y Skibinski, 1994; Partis y Wells, 1996; Asensio y col., 
2002); y la PCR multiplexada que ha permitido la identificación de filetes de distintas 
especies de mero (Trotta y col., 2005). Por otra parte, existen diversas técnicas 
emergentes de secuenciación, entre las que podemos destacar por su potencial 
discriminatorio, el FINS (Forensically Informative Nucleotide Sequencing), que han sido 
utilizadas para la identificación de especies de anchovetas, sardinas y especies del 
género Merluccius (Jérôme y col., 2003; Pérez y col., 2005a; Santaclara y col., 2006).  
El análisis cuantitativo se realiza cuando interesa evaluar la cantidad total de una 
o varias secuencias de ADN presentes en una muestra. En los productos pesqueros se ha 
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utilizando la PCR anidada, para distintas especies de pargo rojo en productos 
precocinados (Zhang y col., 2006); la PCR-ELISA para la detección semicuantitativa de 
perca del Nilo en productos esterilizados (Asensio y col., 2004); y la PCR en tiempo real 
para la identificación y cuantificación relativa de especies de atún, eglefino y filetes de 
mero (Hird y col., 2005; López y Pardo, 2005; Trotta y col., 2005). 
En la Tabla 6 se resumen las principales metodologías genéticas aplicadas a la 
discriminación de especies de la familia Merlucciidae. 
 
Tabla 6. Resumen de las técnicas genéticas utilizadas para la identificación de las distintas 
especies pertenecientes a la familia Merlucciidae. 
 
M. merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. paradoxus (M5), M. 
hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis (M9), M. productus 
(M10), M. bilinearis (M11), Ma. nov. nov. (M12), Ma. nov. magellanicus. (M13), M. angustimanus 
(M14), M. albidus (M15), M. hernandezi (M16).  
 
Con respecto a la familia Merlucciidae (Tabla 6), Quinteiro y col. (2001) 
desarrollaron una técnica de PCR-RFLP para identificar once especies del género 
Merluccius, a partir de la digestión del producto amplificado de la región control del 
ADNmt. La técnica también ha sido utilizada para la identificación de doce especies de 
merluza, dirigiendo la amplificación hacia el gen del citocromo b del ADNmt (Hold y col., 
2001; Pérez y col., 2004a), y que ha dado lugar al desarrollo de una patente (Pérez y 
col., 2005b, OEPM ES2237271). Posteriormente, Castillo y col., (2003) establecieron una 
metodología, basada en la amplificación de ciertas regiones de los microsatélites, para 
identificar tres especies del género Merluccius. Pérez y col., (2004a) desarrollaron una 
estrategia, basada en la amplificación de un gen de la subunidad 5S del ARNr, para 
identificar nueve especies del género Merluccius y con posterioridad Pérez y col., (2005a) 
Técnicas Especies identificadas Autores 
PCR-RFLP (región 
control) 
11 especies (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, 
M8, M10, M11, M15) 
Quinteiro y col., 2001 
PCR-RFLP (citocromo b) 9 especies (M1, M4, M6, M3, M7, M8, M10, 
M11, M15) 
Hold y col., 2001 
 2 especies (M1, M2) Pérez y col., 2004b 
 12 especies (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, 
M8, M10, M11, M14, M15) 
Pérez y col., 2005b 
Patente OEPM nº ES 2237271 
PCR microsatélites 3 especies (M1, M6, M11) Castillo y col., 2003 
PCR 5S ARNr 7 especies (M3, M5, M6, M7, M8, M11, M13) Pérez y García-Vázquez, 2004 
PCR ITS1-ADNr 2 especies (M2, M5) Pérez y col., 2004b 
 12 especies (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M10, 
M7, M8, M9, M11, M15, M16) 
Pérez y col., 2005a 
 12 especies (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, 
M8, M10, M11, M14, M15) 
Pérez y col., 2005c 
Patente OEPM nº ES 2237285 
PCR-SSCP 1 especie (M1) Alvarez y col., 2006 
 13 especies (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, 
M8, M10, M11, M12, M13, M15) 
Chapela y col., 2007 
PCR AFLP 2 especies (M2, M6) Maldini y col., 2006 
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aplicaron una metodología basada en la amplificación de fragmentos del espaciador 
ribosómico ITS1-ADNr, para la identificación del género y de doce especies de 
Merluccius, que ha sido también patentada (Pérez y col., 2005c, OEPM ES2237285). 
Finalmente recientes trabajos mediante PCR-SSCP y PCR-AFLP, han logrado la 
identificación de varias especies del género Merluccius y Macruronus, de entre otras 
especies más alejadas filogenéticamente (Alvarez y col., 2006; Maldini y col., 2006; 
Chapela y col., 2007). 
 
3.2. TÉCNICAS BASADAS EN EL ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
  
El análisis de las proteínas de los productos pesqueros a efectos de control de 
origen, puede realizarse adecuadamente siempre y cuando las proteínas no hayan sido 
desnaturalizadas por los diversos tratamientos y procesamientos que sufre el pescado. 
Atendiendo al modo de presentación, las diferentes características físicoquímicas de las 
proteínas, tales como su masa o su carga, se han venido investigando por medio de 
distintas técnicas electroforéticas o cromatográficas. Otras técnicas que también suelen 
utilizar como sustrato las proteínas, están basadas en las reacciones de especificidad 
entre un antígeno y su anticuerpo, y que pueden ser evaluadas por medio de distintas 
técnicas inmunológicas. 
Con respecto al metabolismo y apariencia, el músculo de pescado se puede dividir 
en músculo blanco y músculo rojo (Figura 25). 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Distribución del músculo blanco y rojo en especies magras (A) y grasas (B). 
 
El músculo blanco presenta un metabolismo anaerobio. Por el contrario el músculo 
rojo, presenta un metabolismo aerobio y es muy rico en lípidos, hemoglobina, mioglobina 
y mitocondrias. Este último se localiza exactamente debajo de la piel a lo largo del 
cuerpo del animal. La proporción entre músculo rojo y músculo blanco varía con la 
especie. Así las especies denominadas magras o blancas, como la merluza, tienen un 
gran porcentaje de músculo blanco, en cambio las especies grasas o azules, grandes 
migradoras, como el atún, el bonito y la caballa, se caracterizan por poseer una gran 
cantidad de músculo rojo para poder paliar los desgastes energéticos. Debido a que la 
mayor parte de la fracción comestible de los pescados, corresponde al músculo blanco, 
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casi todos los estudios de identificación de especies se han realizado sobre las proteínas 
de este músculo.  
Atendiendo a su estructura y/o grado de solubilidad, las proteínas del músculo 
blanco de pescado se pueden dividir en tres grandes grupos: 
 
• Proteínas estructurales o miofibrilares: conforman el aparato contráctil 
responsable de los movimientos musculares y constituyen el 70-80% del 
contenido total de proteínas. Se extraen empleando soluciones salinas con alta 
fuerza iónica (>0,3 M) y entre ellas, la miosina y la actina son los dos 
componentes principales. 
• Proteínas del tejido conectivo: constituyen entre el 3-10% y su mayor exponente 
es el colágeno. Son insolubles en soluciones salinas y es necesario el empleo de 
soluciones muy ácidas o muy básicas para su completa disolución. 
• Proteínas sarcoplásmicas o miogénicas: constituyen entre el 25-30%, se extraen 
con agua o soluciones salinas neutras de baja fuerza iónica (0,15 M). Pertenecen 
a este grupo gran número de enzimas, pigmentos y pequeñas albúminas. 
 
A efectos de identificación de especies, las proteínas miofibrilares y las del tejido 
conectivo no son en general características y los trabajos publicados hasta la fecha 
describen diferencias entre especies de pescado muy alejadas filogenéticamente. Aunque 
sus secuencias aminoacídicas están bastantes conservadas entre especies pertenecientes 
a una misma familia, esas pequeñas diferencias pueden ser útiles cuando el producto ha 
sido sometido a un proceso de desestabilización por calor (Martínez y col., 1990; Ochiai y 
col., 1990; Rehbein, 1992; Martínez y col., 2007). 
Sin embargo, las proteínas sarcoplásmicas son más específicas, mostrando las 
mayores diferencias, por lo que se han venido utilizando desde hace algún tiempo en la 
identificación de ciertas especies pesqueras. Las proteínas sarcoplásmicas incluyen, como 
hemos mencionado anteriormente, pigmentos, una gran cantidad de enzimas y pequeñas 
albúminas. Además, formando parte de esta fracción, ciertos peces de zonas polares 
poseen ciertas proteínas con propiedades anticongelantes. 
 Entre las muchas enzimas solubles, que integran este grupo de proteínas, se 
deben destacar por su importancia, las enzimas de la ruta metabólica de la glucolisis 
tales como la aldolasa, la enolasa, la creatina quinasa y la piruvato quinasa; fosforilasas, 
fosfofructoquinasas, transglutaminasas y la glutatión S-transferasa; las enzimas 
hidrolíticas de la fracción sarcoplásmica como proteinasas (pepsina, tripsina, catepsinas, 
etc), peptidasas, lipasas, fosfolipasas y las glugónego-hidrolasas, de gran importancia en 
el periodo posterior a la captura del pescado; las oxidorreductasas como las 
lipoxigenasas, que están implicadas en el blanqueo carotenoideo de la piel y en el aroma 
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del pescado fresco (Josephson y Lindsey, 1986). Otras oxidorreductasas halladas en el 
músculo de los pescados son la L-lactato deshidrogenasa, la 3-P-D-gliceraldehido 
deshidrogenasa y la glutamato deshidrogenasa. A efectos de identificación de especies  
las investigaciones se han centrado en un determinado grupo de transferasas. 
 
• TRANSFERASAS 
 
En este grupo hay que destacar la nucleósido difosfato quinasa (NDK). Esta 
fosfotransferasa está implicada en el mantenimiento del contenido intracelular de 
nucleósidos trifosfatos (NTP) esenciales para la biosíntesis. La NDK está formada por seis 
cadenas polipeptídicas homólogas de entre 16-20 kDa. El análisis de sus péptidos y 
secuencias aminoacídicas ha demostrado tener una gran potencialidad como posible 
biomarcador para la identificación de especies de pescado muy relacionados 
filogenéticamente, como es el caso de ciertas merluzas y de otras especies de gadiformes 
(Piñeiro y col., 2001).   
Sin embargo, dentro de la fracción de proteínas sarcoplásmicas, las proteínas que 
hasta la fecha han demostrado ser las más útiles para la identificación de especies 
pesqueras son las parvalbúminas. 
 
• PARVALBÚMINAS 
 
Las albúminas de la fracción sarcoplásmica del músculo blanco de los pescados, se 
caracterizan por ser proteínas más pequeñas que las albúminas de vertebrados 
superiores, denominándose por ello parvalbúminas (PRVB). Son un grupo de proteínas de 
baja Mr (10-13 kDa), pI ácido (3,75-5,0) y solubles en agua, que ligan y transportan 
iones Ca+2. Están dotadas de gran resistencia a la acción de las proteasas como la 
pepsina y de gran termostabilidad al ser calentadas a 70ºC o más (Kawai y col., 1992). 
Constituyen el 20-30% de la fracción sarcoplásmica (Schwimmer, 1981). Las 
parvalbúminas junto con la calmodulina -otra proteína ligante de Ca+2-, presentan la 
misma función que el complejo troponina y tropomiosina en los vertebrados superiores. 
Pertenecen a la familia de las proteínas EF-Hand y exhiben estructuras tridimensionales 
con seis α-hélices (A-F) por los cuales se unen a cationes divalentes tales como el Ca+2, 
Mg+2, Mn+2 y Cd+2. En base a su estructura y secuencia, las parvalbúminas se han 
clasificado en dos grupos: parvalbúminas α, con 109 aminoácidos y pI cercano a 5,0 y 
parvalbúminas β, con 108 aminoácidos y pI próximo a 4,0. 
Están asociadas al músculo esquelético rápido, desempeñando también un papel 
fundamental en los procesos de relajación de las fibras del músculo y transducción de 
señales. Las diferentes isoformas de parvalbúminas tienen distintas afinidades por el 
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Ca+2, de tal forma que la velocidad de relajación del músculo se ve afectada por las 
variaciones en la expresión de las mismas.  
Por otra parte, es importante reseñar que las parvalbúminas son uno de los 
alergenos alimentarios más potentes que se conocen. El pescado constituye la tercera 
causa de alergia alimentaria, detrás del huevo y de la leche de vaca. La manifestación 
clínica más frecuente es la urticaria y la angioedema inmediata tras la ingesta. Las 
alergias a pescado más frecuentes se dan en gádidos, merlúcidos, escómbridos y peces 
planos. El alergeno mayor del bacalao (alergeno M), clasificado como una parvalbúmina, 
denominado Gad c 1, fue el primer alergeno purificado y caracterizado (Elsayed y 
Bennich, 1975). 
Las parvalbúminas, dada su especificidad, gran termostabilidad, variabilidad en la 
expresión de isoformas, y su presencia en grandes cantidades en el músculo blanco de 
los pescados, son de gran trascendencia para propósitos de identificación de especies 
tanto en productos frescos como en procesados (Whitmore, 1986; Esteve-Romero y col., 
1996; Rehbein y col., 2000; Piñeiro y col., 2001). 
A continuación se describen con más detalle las técnicas a nivel proteico que más 
se han utilizado a la hora de la identificación de determinadas especies pesqueras. 
 
3.2.1. TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS 
 
Las técnicas electroforéticas son probablemente las más utilizadas en cuanto al 
análisis de proteínas. En los años 50, se reveló que las proteínas sarcoplásmicas del 
músculo de pescado presentaban perfiles característicos al ser separadas mediante 
electroforesis en solución libre, conocida también como tubo de Tiselius (Tiselius, 1937; 
Connell, 1953). Sin embargo, la resolución que se obtenía era muy pobre, con muy pocos 
picos y parcialmente resueltos. Este método de separación no fue mejorado hasta que se 
comenzó a aplicar la electroforesis en soportes de gel, de almidón, de agarosa o de 
poliacrilamida (Lundstrom, 1981; Keenan y Shaklee, 1985). 
 
a) SDS-PAGE 
 
La electroforesis SDS-PAGE de las proteínas sarcoplásmicas y miofibrilares se ha 
venido utilizando en la identificación de especies de interés comercial tanto en productos 
frescos como procesados (Tsuyuki y col., 1966; Cowie, 1968; Mackie, 1969; Mackie y 
Jones, 1978; Mackie, 1980; Scobbie y Mackie, 1988; Piñeiro y col., 1999a; Martinez y 
col., 2001). En este sentido se empezaron a analizar determinadas alozimas extraídas de 
distintos tejidos. Para ello los geles se teñían mediante procedimientos específicos de 
tinción en función de la enzima que se quería revelar y analizar (Gabriel y Gersten, 1992; 
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Bischoff y col., 1998). Así Saklee y Keenan en 1986 publicaron una recopilación de las 
enzimas más comunes y su método de detección, para 164 especies diferentes de 
pescado. Su análisis se sigue aplicando aún hoy en día, para el estudio de poblaciones y 
polimorfismos (Grant y col., 1988; Ramón y Castro, 1997; Caputo y Sorice, 1999), 
aunque también se han aplicado a la autentificación de especies de productos marinos 
(McKenzie, 1973; Buth y col., 1980; Roldan y col., 1998; Piñeiro y col., 2000).  
La electroforesis SDS-PAGE también se ha venido utilizando frecuentemente para 
identificar aquellas especies o productos sometidos a algún tipo de procesamiento 
térmico, exceptuando la esterilización (Piñeiro y col., 1999a). La desnaturalización 
proteica sufrida por el calor insolubiliza las proteínas formando agregados por el 
establecimiento de nuevos enlaces (intra e intermoleculares). El empleo de detergentes, 
tales como el SDS o altas concentraciones de urea en la preparación de la muestra, 
permite la solubilización de esas proteínas. Esta metodología se utilizó para la 
identificación de productos elaborados, a partir de especies no muy relacionadas 
filogenéticamente (Sotelo y col., 1992; Piñeiro y col., 1999a; Rehbein y col., 1999b; 
Etienne y col., 2000; Martínez y col., 2001). 
El primer intento de autentificación de especies de la familia Merlucciidae fue 
realizado por Jones y Mackie en 1970, a partir de los perfiles electroforéticos de las 
proteínas sarcoplásmicas del músculo de tres especies de merluza (Tabla 7). Mackie y 
Jones (1978), establecieron una serie de perfiles electroforéticos diferenciales de la 
fracción sarcoplásmica para cinco especies de merluza. Con posterioridad, se realizaron 
ensayos basándose en el análisis de alozimas (Grant y col., 1987; Grant y col., 1988; 
Roldan y col., 1998; Roldan y col., 1999; Galleguillos y col., 2000; Piñeiro y col., 2000). 
Grant y col. (1988), analizaron 31 loci alozímicos en 2.000 individuos para distinguir M. 
capensis de M. paradoxus e Imsiridou y Triantaphyllidis (1999), analizaron distintas 
alozimas para discerner entre las dos poblaciones de M. merluccius (Atlántico y 
Mediterráneo). 
 
b) IEF 
 
Para la identificación de especies de pescado frescas, refrigeradas o congeladas, el 
IEF de proteínas sarcoplásmicas, ha constituído, desde principios de los años 80, la mejor 
técnica de identificación (Lundstrom, 1979; Mackie, 1980; Laird y col., 1982; Rehbein, 
1984; Vesterberg y col., 1984; Mackie, 1990; Whitmore, 1990; Sotelo y col., 1992; 
Valenzuela y col., 1999; Weaver y col., 1999; Mackie y col., 2000; Chen y col., 2003; 
Berrini y col., 2006), siendo adoptada por la AOAC (AOAC, 1990). Las parvalbúminas son 
las proteínas que muestran las mayores variabilidades interespecíficas en cuanto a sus 
movilidades electroforéticas, permitiendo la determinación de una serie de patrones 
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específicos para un amplio número de especies pesqueras (Rehbein y col., 2000; Piñeiro 
y col., 1998).  
Los patrones estándar de pI de las proteínas sarcoplásmicas de cientos de 
especies de interés comercial en los Estados Unidos de América, han sido recopilados en 
numerosas publicaciones (Tepedino y col., 2001) y están disponibles en bases de datos 
en Internet, como la RFE (Regulatory Fish Encyclopedia) de la FDA  
(http://vm.cfsan.fda.gov./~frf/rfe0.html). Entre ellos todavía no se han incluído ninguna 
de las especies pertenecientes a la familia Merlucciidae.  
El IEF con urea ha sido aplicado para la diferenciación de especies no muy 
relacionadas filogenéticamente a partir de productos que han sido tratados térmicamente 
(Rehbein y col., 1999b; Mackie y col., 2000; Rehbein y col., 2000). La identificación de 
especies de pescado que han sufrido un proceso de esterilización, como es el caso de los 
productos enlatados, se presenta más compleja y los escasos resultados reseñados hasta 
día de hoy no son del todo satisfactorios. El deterioro que se produce en la fracción 
proteica es mucho mayor que el que tiene lugar en los productos cocinados, lo cual hace 
muy difícil su utilización para la identificación de especies, incluso tras su solubilización 
con SDS o urea. En este caso, existe la posibilidad de obtener por digestión proteica, 
fragmentos solubles de las proteínas, que son separados mediante IEF con urea. Para 
ello, se han utilizado tanto agentes químicos como enzimas proteolíticas. El bromuro de 
cianógeno que rompe las proteínas por los residuos de metionina (Gross, 1966), se ha 
empleado con éxito para diferenciar especies poco relacionadas filogenéticamente; sin 
embargo, en grupos de especies pertenecientes al mismo género, el número de bandas 
específicas disminuye considerablemente, dificultando su identificación (Rehbein, 1990a). 
En cuanto a las especies pertenecientes a la familia Merlucciidae (Tabla 7), se han 
realizado IEF de las proteínas sarcoplásmicas, lográndose la identificación por un lado de 
cuatro especies (Etienne y col., 2000; Tepedino y col., 2001) y por el otro de cinco 
especies pertenecieres al género Merluccius (Piñeiro y col., 1998, Piñeiro y col., 2000). 
 
c) 2-DE 
 
La 2-DE ha supuesto una poderosa herramienta para la caracterización e 
identificación de determinadas especies de pescado, aunque de momento solamente está 
disponible en Internet la base de datos FishProm de la Universidad de Aberdeen 
(http://www.abdn.ac.uk/fishprom/), en la cual se presenta un gel 2-DE de extractos 
titulares de la trucha arco iris. 
La 2-DE ha permitido la autentificación de especies pesqueras, a partir de la 
comparación de los mapas 2-DE obtenidos para las cadenas ligeras de la miosina 
(Martínez y col., 1990; Martínez y Friis, 2004), e inclusive para la determinación de su 
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origen bien sea salvaje o de acuicultura (Martínez y col., 2007). Sin embargo el examen 
del patrón diferencial mediante 2-DE de las proteínas sarcoplásmicas, es el que ha 
mostrado hasta el momento los mejores resultados, permitiendo así la identificación de 
especies pesqueras muy relacionadas filogenéticamente como: el pez globo (Chen y col., 
2004), las rosadas (Valenzuela y col., 1999), los peces planos (Piñeiro y col., 1999b) y la 
perca (Berrini y col., 2006). Para la familia Merlucciidae (Tabla 7), se han elaborado 
patrones específicos de las proteínas sarcoplásmicas para cinco especies de merluza 
(Piñeiro y col., 1998; Piñeiro y col., 2001). 
  
d) Electroforesis capilar (CE) 
 
La electroforesis capilar ha sido de momento poco aplicada, pero sus resultados 
han permitido la identificación de especies de pescado utilizando los patrones de la 
fracción sarcoplásmica en productos frescos, refrigerados o congelados de especies poco 
o muy relacionadas filogenéticamente, como los gádidos, peces planos y rosadas 
(LeBlanc y col., 1994; Gallardo y col., 1995; Valenzuela y col., 1999; Larraín y col., 
2002). 
 
3.2.2. TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS 
 
Los cromatogramas de proteínas sarcoplásmicas obtenidos mediante HPLC-RP 
(Rehbein, 1990b), han permitido la identificación de un cierto número de especies frescas 
no muy relacionadas filogenéticamente (Ashoor y Knox, 1985; Osman, 1987; Armstrong 
y Leach, 1992), así como de distintas especies de gádidos (Piñeiro y col., 1997), ballenas 
(Ukishima y col., 1995) y especies de agua dulce (Knuutinen y Harjula, 1998). Los 
perfiles obtenidos para muestras congeladas no son totalmente reproducibles, además de 
que se han encontrado variaciones intraespecíficas entre lotes y que no puede ser 
aplicable a productos que hayan sufrido algún tratamiento térmico (Mackie, 1997). 
Recientemente la combinación de la separación HPLC junto con la detección 
electroquímica, ha permitido la identificación de varias especies pesqueras, en concreto 
salmón y bacalao, tanto en productos frescos como precocinados (Chou y col., 2007). 
 
3.2.3. TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS 
 
Los métodos basados en la reacción de especificidad antígeno-anticuerpo (Ag-Ac) 
son particularmente atractivos porque combinan especificidad, sensibilidad y rapidez.  
Las primeros esfuerzos de producir Acs para identificar especies de pescado 
fueron descritos por Mairs y Sindermann en 1962, quien preparó Acs policlonales (pAcs) 
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para la discriminación de especies de clupéidos. Los pAcs han permitido la identificación 
de ciertas especies pequeras, principalmente a partir del reconocimiento de las proteínas 
sarcoplásmicas. Así se han aplicado pAcs para la identificación de productos enlatados 
como las sardinas (Taylor y Leighton Jones, 1992); salmón, trucha o palometa (Carrera y 
col., 1996; Carrera y col., 1997); abadejo, merluza (M. productus) y saraca, en el surimi 
(Zhang y Rasco, 1996); para la discriminación entre especies de mero y perca del Nilo 
(Asensio y col., 2003a); filetes de lenguado, solla, platija o fletán (Domínguez y col., 
1997; Céspedes y col., 1999c) y para la discriminación entre salmón y anguila ahumados 
(Domínguez y col., 1997). La producción de pAcs es sencilla y económica, además de 
que permite establecer uniones multivalentes estables. Sin embargo, los pAcs presentan 
una serie de inconvenientes: (i) menor especificidad, dando lugar a problemas de 
crosreacción, (ii) la cantidad de anticuerpos obtenidos es relativamente baja y limitada y 
(iii) requiere de constantes inmunizaciones de nuevos animales, lo que conlleva la 
existencia de lotes no reproducibles y la necesidad de repetir periódicamente los 
controles de especificidad y validez de los Acs. Estos problemas pueden ser solucionados 
con la generación de Acs monoclonales (mAcs). Estos anticuerpos son seleccionados por 
su capacidad de discriminar a las especies con una alta especificidad y ausencia de 
reactividad cruzada, frente a otras especies. Además de su alta especificidad, la 
producción de mAcs una vez obtenido el hibridoma secretor es por el contrario, ilimitada. 
Varios mAcs han sido generados frente a varias especies de pargo rojo (Huang y col., 
1995), filetes de pez gato (McNulty y Klesius, 2005) y mero (Asensio y col., 2003b). 
 A día de hoy, las principales técnicas inmunológicas que han sido empleadas en la 
identificación de especies pesqueras utilizando tanto pAcs como mAcs son la 
inmunodifusión (Domínguez y col., 1997), el ELISA (Taylor y Leighton Jones, 1992; 
Huang y col., 1995; Carrera y col., 1996, 1997; Céspedes y col., 1999c; Asensio y col., 
2003a, b; McNulty y Klesius, 2005) y el western blot (Zhang y Rasco, 1996; Domínguez 
y col., 1997). Así para las especies pertenecientes a la familia Merlucciidae, hasta el 
momento no se ha desarrollado ningún método inmunológico que logre su adecuada 
identificación. Sin embargo es posible que conociendo en detalle las secuencias 
diferenciales de aquellas proteínas diferenciadoras, se puedan identificar aquellas 
secuencias diana sobre las cuales se podrían generar anticuerpos específicos (mAcs) y así 
posteriormente desarrollar kits inmunológicos para su correcta identificación. 
 
3.2.4. TÉCNICAS DE ESPECTROMETRÍA DE MASAS 
 
La aplicación de la MS en el campo de la autentificación de productos pesqueros, 
es muy reciente y son muy pocos los trabajos realizados hasta la fecha (Piñeiro y col., 
2001). Estos autores examinaron los perfiles MALDI-TOF obtenidos para la nucleósido 
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difosfato quinasa (NDK) y consiguieron clasificar cinco especies pertenecientes al género 
Merluccius, en dos grandes grupos: merluzas americanas y merluzas euroafricanas. Por 
otra parte, la información obtenida mediante MS/MS de los péptidos diferenciales de las 
NDKs, permitió determinar secuencias peptídicas específicas útiles para la identificación 
de la especie M. australis, del resto de especies pertenecientes a la familia Merlucciidae 
(Piñeiro y col., 2001). 
 
Tabla 7. Resumen de las técnicas proteicas utilizadas para la identificación de las distintas 
especies pertenecientes a la familia Merlucciidae. 
 
M. merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. paradoxus (M5), M. 
hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis (M9), M. productus 
(M10), M. bilinearis (M11), Ma. nov. nov. (M12), Ma. nov. magellanicus. (M13), M. angustimanus 
(M14). 
 
Sin embargo, la amplia mayoría de las metodologías descritas a lo largo de los 
anteriores epígrafes consiguen la identificación de las especies pertenecientes a la familia 
Merlucciidae, a expensas de un largo y laborioso procedimiento metodológico, que 
incluyen numerosas etapas hasta la determinación final de la especie, al mismo tiempo 
que son técnicas que no permiten la identificación de los productos elaborados a partir 
del género Macruronus. Por todas estas razones, se hace necesario el desarrollo de 
nuevas herramientas capaces de lograr la identificación de cualquier especie 
perteneciente a la familia Merlucciidae, en cualquier etapa de la cadena alimentaria, de 
una forma rápida, eficiente y sencilla. En este sentido y como veremos en la tesis que 
aquí se presenta, las metodologías y estrategias proteómicas actuales pueden ofrecer 
nuevas y más eficientes alternativas. 
Técnicas Especies identificadas Autores 
1-DE en disco 3 sp. (M1, M2, M5) Jones y Mackie, 1970 
 5 sp. (M1, M9, M10, M11, M14) Mackie y col., 1978 
1-DE 2 sp. (M2, M5) Grant y col., 1987 
 2 sp. (M2, M5) Grant y col., 1988 
 1 sp. (M1) Roldán y col., 1998 
 1 sp. (M1) Piñeiro y col., 1999a 
 1 sp. (M7) Galleguillos y col., 2000 
 1 sp. (M1) Imsiridou y Triantaphyllidis, 1999 
 2 sp. (M6, M8) Roldán y Pla, 2001 
IEF 5 sp. (M1, M2, M6, M7, M8) Piñeiro y col., 2000 
 4 sp. (M1, M6, M9, M13) Etienne y col., 2000 
 5 sp. (M1, M2, M6, M7, M8) Piñeiro y col., 1998 
 4 sp. (M1, M2, M6, M12) Tepedino y col., 2001 
2-DE 5 sp. (M1, M2, M6, M7, M8) Piñeiro y col., 1998 
 5 sp. (M1, M2, M6, M7, M8) Piñeiro y col., 2001 
MALDI-TOF 5 sp. (M1, M2, M6, M7, M8) Piñeiro y col., 2001 
LC-MS 1 especie (M8) Piñeiro y col., 2001 

                                                                                              Justificación y Objetivos 
                                                                                                                                                      95
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 

                                                                                              Justificación y Objetivos 
                                                                                                                                                      97
JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 
La autenticidad de especies pesqueras, es actualmente un tema de gran 
transcendencia ya que un etiquetado incorrecto supone, de entrada, un fraude comercial, 
especialmente cuando se produce una sustitución parcial o total de una especie más 
apreciada, por otra de menor valor comercial. Además, puede tener serias implicaciones 
en materia de seguridad alimentaria en aquellos consumidores que exhiban sensibilidad 
frente a componentes alergénicos de la materia prima de origen. Este hecho adquiere un 
especial interés cuando se trata de especímenes pertenecientes a la familia Merlucciidae, 
-uno de los principales recursos pesqueros explotados en nuestro país y más apreciado 
por los consumidores-, debido al enorme número de especies que pueden ser utilizadas 
como materia prima, a la mayor diversidad de especies susceptibles de ser 
comercializadas bajo el mismo nombre, a la coexistencia en un mismo caladero de 
distintas especies difícilmente diferenciables y a la gran diversidad de preparaciones 
encontradas en el mercado, en donde en muchos casos, los caracteres morfológicos han 
desaparecido. En este sentido, la Unión Europea y los Estados miembros, han impuesto 
nuevas legislaciones, que obligan a un etiquetado correcto de los alimentos, en donde se 
debe indicar de forma precisa el nombre científico y/o comercial admitido para la especie 
utilizada. 
La mayoría de las metodologías actuales que logran la identificación de las 
especies pertenecientes a la familia Merlucciidae, están basadas principalmente en 
tecnologías genéticas. Estas técnicas exigen una metodología larga y laboriosa que 
incluyen numerosas etapas hasta la determinación final de la especie de origen, después 
de unas 18-48 h de análisis. Por otro lado, la mayoría de estas técnicas no permiten la 
identificación de los productos elaborados a partir de las especies de granaderos incluidas 
en el género Macruronus. Dicho género perteneciente a la familia Merlucciidae, constituye 
también una importante pesquería y comúnmente, suele ser utilizado como sustituto de 
especies de mayor valor comercial de la misma familia. Todas estas razones suscitan el 
desarrollo de una nueva herramienta complementaria o alternativa a las metodologías ya 
propuestas, que resuelva los inconvenientes citados anteriormente, mejorando en este 
sentido la rapidez en el diagnóstico y la sencillez en el análisis.  
En esta línea, la proteómica puede ofrecer nuevas metodologías capaces de 
reconocer y caracterizar de forma sensible y rápida, marcadores moleculares proteicos 
útiles para la identificación de la amplia variedad de especies pertenecientes a la ya 
citada familia, en una gran variedad de productos alimenticios. Sobre esta base y para la 
consecución del propósito que concierne al título de esta tesis, se seguirá de forma 
consecutiva y complementaria ambas estrategias proteómicas, tanto Bottom-Up como 
Top-Down, para la identificación y secuenciación de novo de una serie de péptidos 
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biomarcadores útiles para la identificación de las distintas especies de la familia 
Merlucciidae, en cualquier producto alimenticio. Asimismo, se propondrá el desarrollo y 
diseño de nuevos procedimientos de autentificación basados en el análisis de péptidos y 
proteínas por espectrometría de masas, los cuales supondrán una mejora en términos de 
especificidad, sensibilidad, sencillez y rapidez frente a las metodologías disponibles hasta 
la fecha.  
 
Para el desarrollo de esta tesis se han planteado los siguientes objetivos: 
 
• Identificar las proteínas cuyas movilidades electroforéticas (Mr y/o pI), obtenidas 
por electroforesis monodimensional y bidimensional, sean diferentes para las 
distintas especies de la familia Merlucciidae objeto de esta tesis.  
 
• Identificar y caracterizar mediante espectrometría de masas MALDI-TOF las 
variaciones en los mapas peptídicos de los digeridos trípticos de las proteínas 
diferenciales anteriormente identificadas, con la finalidad de determinar aquellos 
picos específicos que permitan la diferenciación de las distintas especies de la 
familia Merlucciidae.  
 
• Caracterizar las proteínas diferenciales mediante distintos procedimientos de 
secuenciación de novo, utilizando espectrometría de masas en tándem en un 
equipo ESI-IT. La determinación de la secuencia de los péptidos específicos, 
permitirá la consideración de los mismos como péptidos biomarcadores para la 
identificación inequívoca de las distintas especies de la familia Merlucciidae.  
 
• Desarrollar un nuevo procedimiento de autentificación para la identificación rápida 
de las principales especies comerciales de la familia Merlucciidae, a partir de la 
monitorización mediante espectrometría de masas, de los distintos péptidos 
específicos caracterizados en el objetivo anterior. Validar el procedimiento de 
identificación mediante su aplicación a distintos productos comerciales. 
 
• Caracterizar las distintas proteínas diferenciales sin mediar ningún proceso de 
digestión proteica. Con este objeto, se seguirá una estrategia Top-Down, 
utilizando un espectrómetro de masas de alta resolución, FTICR.  
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CAPÍTULO I 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
El presente capítulo tiene como objetivo la determinación y caracterización, 
mediante distintas técnicas electroforéticas –principalmente mediante electroforesis 
bidimensional-, de aquellas proteínas potencialmente específicas para la identificación de 
todas las especies de merluza objeto de esta tesis. Las especies y subespecies, 
denominadas a partir de ahora en términos generales como “especies”, para las cuales 
está enfocada esta tesis, se recogen en la Tabla 8. 
 
Tabla 8. Nombre científico y comercial admitido en España para las especies objeto de estudio. 
Género Especie o Subespecie Nombre común o comercial en España 
Merluccius M. merluccius Merluza o merluza europea 
 M. capensis Merluza del Cabo 
 M. polli Merluza negra o merluza de Angola 
 M. senegalensis Merluza negra o merluza del Senegal 
 M. paradoxus Merluza del Cabo o merluza de altura 
 M. hubbsi Merluza argentina o sudamericana 
 M. gayi Merluza del Perú o merluza gayi 
 M. australis polylepis Merluza austral o merluza de Chile o sureña 
 M. australis australis Merluza austral 
 M. productus Merluza del Pacífico 
 M. bilinearis Merluza americana o plateada 
Macruronus Ma. novaezelandiae nov. Merluza de cola o merluza de cola azul 
 Ma. nov. magellanicus Merluza de cola patagónica 
BOE 70, Resolución de 22 de marzo de 2007, de la Secretaría General de Pesca Marítima. 
 
Las observaciones previas de que las proteínas sarcoplásmicas del músculo blanco 
de las especies pesqueras era la fracción proteica más apropiada a efectos de 
identificación de especies (Whitmore, 1986; Rehbein y col., 2000; Piñeiro y col., 2001), 
justificaron que todo el trabajo proteómico se centrará en la caracterización diferencial de 
estas proteínas. En el presente capítulo, se procedió a la comparación e identificación 
diferencial de los principales componentes de este proteoma en las distintas especies de 
merluza objeto de esta tesis mediante distintos tipos de electroforesis en gel.  
El planteamiento de éste y sucesivos capítulos de esta tesis, siguió una primera 
estrategia global encauzada dentro de la aproximación clásica de la proteómica Bottom-
Up. Concretamente este capítulo centra su estudio, en la primera etapa de dicha 
aproximación, tanto en cuanto se comienza el análisis por la separación y comparación 
de las proteínas sarcoplásmicas en geles de poliacrilamida monodimensionales en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), continúa con la separación y análisis en geles 
de isoelectroenfoque (IEF) y finaliza con el análisis de expresión diferencial, de los 
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componentes de una determinada fracción sarcoplásmica en geles de poliacrilamida 
bidimensionales (2-DE). Estamos por tanto acometiendo un estudio de “Proteómica de 
Expresión Diferencial”, al comparar los cambios dinámicos que tienen lugar en la 
composición proteica de varias muestras diferentes. A su vez, los resultados de este 
primer capítulo permitirán determinar aquellas proteínas candidatas a ser consideradas 
como buenos biomarcadores para el propósito que nos ocupa y que serán caracterizadas 
con más detalle y siguiendo con la estrategia clásica Bottom-Up, en los siguientes 
capítulos de esta tesis. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Adquisición y análisis taxonómico de ejemplares de referencia de las 
especies pertenecientes a la familia Merlucciidae objeto de esta tesis 
 
Es preciso constatar la importancia que tiene en este tipo de estudios, el contar 
con especímenes de referencia perfectamente taxados para cada una de las especies 
objeto de estudio. La consecución en este estudio de todas las principales especies 
comerciales a nivel mundial del género Merluccius y Macruronus (Tabla 8), de regiones 
geográficas tan distantes como Sudamérica, Sudáfrica, Nueva Zelanda o la costa oeste 
de los Estados Unidos, con todos sus caracteres morfológicos intactos, constituyó una 
tarea compleja y difícil. Como consecuencia de (i) la gran similitud existente entre las 
especies pertenecientes al mismo género, (ii) la coexistencia en el mismo caladero de 
distintas especies difícilmente distinguibles (Figura 24), y (iii) la dificultad de obtener 
ejemplares totalmente íntegros para todas las especies, fue necesario realizar 
previamente un análisis taxonómico a todos los individuos susceptibles de ser material de 
referencia, para cada una de las especies comprendidas en esta tesis. 
 
2.1.1. Adquisición e identificación morfológica de diversos ejemplares de cada 
una de las especies objeto de estudio 
 
La adquisición de los especímenes fue realizada por la empresa ELABORADOS 
FREIREMAR VIGO S.A., cuya flota capturó las diferentes especies de la familia 
Merlucciidae, en colaboración con el Centro Tecnológico del Mar (CETMAR). Todos los 
ejemplares capturados, excepto los individuos procedentes de las costas españolas 
(Merluccius merluccius), fueron congelados a bordo a -20ºC, teniendo especial cuidado 
en mantener íntegros todos sus caracteres morfológicos y transportados por vía aérea 
hasta Vigo. Los especímenes procedentes de las costas españolas, fueron capturados por 
pescadores locales y remitidos al laboratorio conservados en hielo. Los distintos 
ejemplares presentaron un peso aproximado de entre 3 y 6 kg. 
A su llegada al laboratorio, los diferentes especímenes fueron examinados y 
clasificados por taxónomos expertos, atendiendo a diversos caracteres anatómicos y/o 
morfológicos. De la misma manera, la localización geográfica exacta del buque en el 
momento de la captura, fue considerada como una información primordial para el mismo 
propósito. Después de esta primera clasificación, se cortaron varias rodajas de la zona 
central del cuerpo de al menos cinco individuos de cada especie, se etiquetaron en bolsas 
individuales y se almacenaron a -20ºC, junto con el resto del individuo hasta su posterior 
análisis.  
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2.1.2. Análisis taxonómico de las especies de la familia Merlucciidae mediante 
técnicas genéticas 
 
Con el fin de asegurar una inequívoca identificación taxonómica, muestras de al 
menos 3 individuos pertenecientes a cada una de las potenciales especies de merluza, 
fueron sometidas a una posterior autentificación genética. Para ello se descongeló una 
rodaja de cada uno de los individuos, se tomó una muestra de músculo blanco -limpio de 
restos de sangre, vísceras y músculo rojo- y se almacenó en etanol al 70% (v/v). Las 
muestras fueron enviadas a la empresa Bionostra S.L. (Madrid), para llevar a cabo la 
identificación de las especies de merluza, mediante la utilización del kit de identificación 
genética para especies del género Merluccius fishID Kit (Bionostra S.L., Madrid, España). 
Del mismo modo, la identidad de algunas muestras, fue establecida también 
genéticamente por parte del grupo de Bioquímica de Alimentos del Instituto de 
Investigaciones Marinas de Vigo (IIM-CSIC). Al no disponer hasta el momento de 
marcadores moleculares a nivel genético que permitan la autentificación taxonómica de 
las subespecies del género Macruronus y de la subespecie de merluza M. australis 
australis, el material de referencia considerado para dichas especies fue determinado a 
partir del patrón diferencial obtenido mediante distintos procedimientos electroforéticos, 
que se correlacionó con la distinta localización geográfica del buque en el momento de la 
captura. Las especies utilizadas, su procedencia -según el área de pesca de la FAO- y el 
número de ejemplares adquiridos y considerados como ejemplares de referencia, son 
indicadas en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Nombre científico, procedencia y número de ejemplares de las especies objeto de 
estudio. 
 
Especie/Subespecie Clave Área 
FAO 
Especímenes 
Adquiridos 
Especímenes 
Referencia 
M. merluccius M1 27 7 3 
M. capensis M2 47 20 3 
M. polli M3 47 80 3 
M. paradoxus M4 47 40 3 
M. senegalensis M5 34 40 3 
M. hubbsi M6 41 60 3 
M. gayi M7 87 20 3 
M. australis polylepis M8 41 40 3 
M. australis australis M9 81 6 3 
M. productus M10 77 20 3 
M. bilinearis M11 21 20 3 
Ma. novaezelandiae nov. M12 81 30 3 
Ma. nov. magellanicus M13 41 25 3 
Total   408 39 
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2.2. Extracción de las proteínas sarcoplásmicas 
 
La extracción de las proteínas sarcoplásmicas de cada una de las especies se llevó 
a cabo en base a su característica alta solubilidad en agua y en soluciones salinas de baja 
fuerza iónica. La obtención del extracto se realizó a partir de la homogenización de 
aproximadamente 5 g de músculo blanco, a 4ºC para evitar fenómenos de proteolisis. 
Para ello los trozos de tejido previamente limpios de restos de piel, sangre y músculo 
rojo fueron cortados finamente con un bisturí y una espátula, se introdujeron en tubos de 
ensayo de 25 mL y se homogenizaron con 10 mL de tampón de extracción de baja fuerza 
iónica compuesto por Tris-HCl 10 mM, pH 7,2 con PMFS 5 mM (inhibidor de proteasas), 
durante 2 ciclos de aproximadamente 30-40 s a velocidad media, en un homogeneizador 
Ultra-Turrax (IKA-Werke, Staufen, Germany). El homogenizado se centrifugó a 40.000 g 
durante 10 min a 4ºC (J221-M centrifugue; Beckman, 16 Palo Alto, CA, USA) y el 
sobrenadante, conteniendo las proteínas sarcoplásmicas, se repartió en tubos eppendorf 
y se almacenó a -80ºC, hasta su posterior utilización.  
La concentración de las proteínas solubilizadas, se determinó a partir de una 
dilución 1:10 de cada una de las muestras, evitando así valoraciones fuera del rango 
lineal del método colorimétrico del ácido bicinconínico (BCA, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, 
USA) a 562 nm (Smith y col., 1985). Para la elaboración del patrón de proteínas se 
utilizaron disoluciones de albúmina del suero bovina (BSA), con un rango de 
concentraciones conocidas entre los 0,05 mg/mL y los 1 mg/mL.  
 
2.3. Electroforesis monodimensional en geles SDS-PAGE al 10% 
 
Los perfiles electroforéticos de las proteínas sarcoplásmicas, se analizaron 
mediante geles de poliacrilamida (PAGE) verticales, no comerciales, en condiciones 
desnaturalizantes en presencia de SDS y utilizando un tampón Tris-tricina, de acuerdo 
con el protocolo descrito por Schägger y von Jagow en 1987.  
Una vez extraídas y cuantificadas, las muestras de proteínas sarcoplásmicas  
fueron mezcladas con tampón de carga para electroforesis a una proporción 1:2. El 
tampón de electroforesis se elaboró de acuerdo al protocolo descrito por Laemmli en 
1970, pero sustituyendo el β-mercaptoetanol del método original por ditiotreitol (DTT), 
de tal forma que la composición del tampón fue: Tris-HCl 50 mM pH 6,8; SDS 2% (p/v); 
azul de bromofenol 0,1% (p/v); glicerol 10% (v/v); y DTT 0,1% (p/v). Los extractos 
proteicos fueron ajustados a una concentración final de 1 mg/mL de proteína y hervidos 
en un baño con agua durante 2 min, para favorecer la desnaturalización de las proteínas. 
Los geles (83 x 73 x 0,75 mm) se desarrollaron en un sistema vertical Mini-
Protean III (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). El gel separador fue preparado a una 
concentración homogénea de poliacrilamida al 10% (10% T, 3% C) y el gel concentrador 
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al 4% (4% T, 3% C). El  crosslinker o agente entrecruzador fue N’N’-bis-metilen-
acrilamida y los agentes aceleradores de la reacción, persulfato amónico (APS) al 10% 
(p/v) y N’N’N’N’-tetra-metil-etilendiamina (TEMED) al 0,05% (v/v). En cada gel se 
cargaron 10 μL de muestra por pocillo y se incluyeron controles proteicos de rango bajo 
de masa molecular relativa (Mr) conocida: fosforilasa b (97 kDa), albúmina (66 kDa), 
ovalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (30 kDa), inhibidor de la tripsina (20,1 kDa) y 
α–lactoalbúmina (14 kDa) (Low Molecular Weight, Amersham Biosciences).  
La electroforesis se desarrolló a una intensidad constante de 40 mA por gel, 100 V 
y 150 W en presencia de una solución catiónica (Tris 0,1 M, Tricina 0,1 M, SDS 0,1%, pH 
8,25) y otra aniónica (Tris 0,2 M, pH 8,9). La utilización de tricina en la solución catiónica 
permite una mejor resolución de proteínas de baja Mr comprendidas entre 1 y 100 kDa.  
Finalizada la electroforesis, los geles se revelaron mediante tinción de proteínas 
inespecífica con azul brillante de Coomassie (CBB) R-250 al 0,04 % (p/v), disuelto en 
disolución desteñidora compuesta por metanol:ácido acético:agua (4:1:5). A 
continuación, los geles fueron decolorados con sucesivos lavados en solución desteñidora 
hasta conseguir un fondo transparente. El límite de detección del Coomassie R-250 oscila 
entre 50-100 ng por banda. Finalmente los geles fueron preservados por fijación con 
glicerol 50% (v/v), empaquetados con una membrana de celofán y se dejaron secar a 
temperatura ambiente.   
Los geles se analizaron mediante el programa de análisis de imagen para geles 1-
DE LabImage 1D 2006, asignándole a cada banda su correspondiente Mr, a partir de la 
comparación de las correspondientes Mr de los patrones incorporados en el gel. Una vez 
completada la detección, se establecieron los valores de Mr correspondientes a los 
marcadores, se calculó el coeficiente de correlación entre la distancia recorrida por los 
marcadores y el logMr, y se extrapolaron los valores de Mr correspondientes a las bandas 
de las muestras. 
    
2.4. Electroforesis monodimensional en geles comerciales SDS-PAGE ExcelGel 
Homogéneos al 15% 
 
Los extractos de las proteínas sarcoplásmicas también fueron analizados 
utilizando un tipo de geles de poliacrilamida comerciales con SDS (ExcelGel SDS 
Homogeneus 15%, Amersham Biosciences). En este caso se analizaron por electroforesis 
horizontal, utilizando geles al 15% (15% T, 3% C) para el gel separador y al 7,5% para 
el gel concentrador (7,5% T, 3% C). Las dimensiones de dichos geles fueron 245 x 110 x 
1 mm permitiendo en un único gel la resolución de 25 muestras. 
Los extractos proteicos fueron preparados de la misma manera que en el 
procedimiento de electroforesis anterior, pero ajustados a una concentración de 0,3 
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mg/mL. El volumen de muestra fue de 15 µL por pocillo, y al igual que en el protocolo 
anterior, se incluyeron a la vez patrones de Mr de rango bajo (Low Molecular Weight, 
Amersham Biosciences). 
Para el desarrollo de estos geles se empleó un sistema de electroforesis horizontal 
Multiphor II (Amersham Biosciences), refrigerado a 15ºC con un refrigerador Multitemp 
III (Amersham Biosciences). Las condiciones de desarrollo del gel fueron 600 V, 30 mA, 
30 W a 15ºC, en presencia de sus correspondientes tampones comerciales (ExcelGel 
SDS-Buffer Strips, Amersham Biosciences). 
Una vez finalizada la electroforesis, los geles se revelaron mediante tinción con 
nitrato de plata (PlusOne Silver Staining Kit Protein, Amersham Biosciences), de acuerdo 
con la metodología descrita por Heukeshoven y Dernick en 1985, con alguna modificación 
y siguiendo las instrucciones facilitadas por la casa comercial para tal fin. Esta tinción es 
unas 100 veces más sensible que la tinción con azul de Coomassie y permite detectar 
especies proteicas alrededor de los 0,1-1 ng de proteína (Görg y col., 2004). Finalmente, 
los geles se fijaron con glicerol 50% y se preservaron empaquetados. Los geles al igual 
que en el caso anterior, se analizaron mediante el programa de análisis de imagen 1-DE 
LabImage 1D 2006. 
  
2.5. Isoelectroenfoque nativo de las proteínas sarcoplásmicas 
 
El isoelectroenfoque (IEF), se realizó en geles de poliacrilamida comerciales 
(Ampholine PAGplate IEF, Amersham Biosciences) en tres rangos de pH diferentes (Tabla 
10). Los geles (5% T, 3% C; 250 x 110 x 1 mm) se procesaron a 15ºC en un equipo de 
electroforesis horizontal Multiphor II (Amersham Biosciences), provisto de un sistema de 
refrigeración MultiTemp III (Amersham Biosciences).  
 
Tabla 10. Composición electrolítica para los geles de IEF en función del gradiente utilizado. 
Rango de pH Solución Catódica Solución Anódica 
3,5-9,5 NaOH 1 M H3PO4 1 M 
4,0-6,5 β-alanina 0,1 M Ácido glutámico 0,1 M en H3PO4 0,5 M 
4,0-5,0 Glicina 1 M H3PO4 1 M 
 
Los electrolitos se aplicaron en dos tiras de papel de filtro, comercializadas para 
tal fin (IEF Electrode Strips, Amersham Biosciences), en ambos extremos del gel. Las 
muestras se aplicaron también en pequeñas piezas de papel de filtro (Sample Application 
Pieces, Amersham Biosciences), dispuestas a una distancia de 1 cm del cátodo. Sobre 
cada una de estas piezas, se aplicaron 15 µL de cada uno de los extractos de proteínas 
sarcoplásmicas a una concentración de 4 mg/mL. 
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Como patrones de punto isoeléctrico (pI) se utilizaron para todos los gradientes 
de pH una mezcla de estándares proteicos de rango amplio (Broad pI Standard Kit, 
Amersham Biosciences) cuya composición y asignación de pI para cada proteína, según 
las instrucciones del fabricante, se presentan en la Tabla 11.   
 
Tabla 11. Composición de los patrones de punto isoeléctrico utilizados. 
pI Broad pI Kit  pI Broad pI Kit 
9,30 Tripsinógeno  6,55 Anhidrasa carbónica B humana 
8,65 Lectina básica  5,85 Anhidrasa carbónica B bovina 
8,45 Lectina media  5,20 β-lactoglobulina A 
8,15 Lectina ácida  4,55 Inhibidor de tripsina de soja 
7,35 Mioglobina básica de caballo  3,75 Rojo de metilo 
6,85 Mioglobina ácida de caballo  3,50 Amiloglucosidasa 
 
Las condiciones de desarrollo del gel de rango de pH de 3,5-9,5 fueron: 1.500 V, 
50 mA y 30 W; para los geles de rango de pH 4,0-6,5: 2.000 V, 25 mA y 25 W; y por 
último para los geles de rango de pH 4,0-5,0: 1.400 V, 50 mA y 30 W. Alcanzados los 
4.000 Vh, independientemente del rango de pH utilizado, los geles se mantuvieron 
durante 30 min en solución fijadora con ácido sulfosalicílico al 5% (p/v) y ácido 
tricloroacético al 10% (p/v), se lavaron durante 5 min (dos veces) en solución 
desteñidora con etanol:ácido acético:agua (25:8:67) y se tiñeron a 60ºC durante 5 min 
con CBB R-250 (Sigma-Aldrich) al 0,1% (p/v) en solución desteñidora. Posteriormente 
los geles se destiñeron mediante sucesivos lavados en solución desteñidora, hasta que el 
fondo resultó totalmente transparente. Por último, los geles se mantuvieron en solución 
preservadora (glicerol al 1% (v/v) en solución desteñidora) un mínimo de 60 min, se 
dejaron secar y se empaquetaron utilizando láminas comerciales (Myllar Sheets, 
Amersham Biosciences). 
Los geles fueron analizados mediante el programa LabImage 1D 2006 y también 
manualmente, utilizando un método de ajuste lineal en base a los patrones de pI. 
 
2.6. Electroforesis bidimensional de las proteínas sarcoplásmicas 
 
La primera dimensión se realizó utilizando tiras de IEF de rango medio, 4,0-6,5 de 
pH, (Ampholine PAGplate, Amersham Biosciences), tal y como se describe en el apartado 
anterior. Para ello en un mismo gel se cargaron por duplicado las distintas muestras a 
analizar, cada una de ellas en distintas mitades del gel. Finalizada la electroforesis, una 
de las mitades fue teñida con CBB R-250 y la otra fue recortada en tiras 
correspondientes a cada una de las muestras, las cuales fueron almacenadas a -80ºC 
hasta su posterior utilización. 
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Las tiras de gel provenientes de la primera dimensión, se equilibraron a 
temperatura ambiente con tampón de muestra para electroforesis (Laemmli, 1970) 
durante 10 min, pero sustituyendo el β-mercaptoetanol por DTT al 0,75% (p/v) y a 
continuación cada tira se trató otros 10 min con un tampón similar al anterior, pero 
sustituyendo el DTT por un 4,5% (p/v) de iodoacetamida y trazas de azul de bromofenol. 
El DTT es un reactivo que rompe los puentes disulfuro existentes en la muestra y la 
iodoacetamida consigue estabilizar los grupos SH formados en el paso anterior, evitando 
que reaccionen de nuevo.  
La segunda dimensión se realizó en geles comerciales SDS-PAGE con un gradiente 
de poliacrilamida del 12 al 14% (ExcelGel XL SDS 12-14, Amersham Biosciences). Los 
geles (245 x 175 x 0,5 mm) se procesaron a una temperatura de 15ºC, en un 
refrigerador MultiTemp III (Amersham Biosciences) en un sistema de electroforesis 
horizontal Multiphor II (Amersham Biosciences). Los tampones utilizados para el ánodo y 
el cátodo fueron tiras comerciales (ExcelGel SDS-Buffer Strips, Amersham Biosciences). 
En cada gel se resolvieron dos tiras de IEF, junto con un patrón de masas moleculares 
bajo (Low Molecular Weight, Amersham Biosciences), situado en la calle central. Las 
condiciones de desarrollo fueron las siguientes: 1.000 V, 40 mA, 40 W durante 165 min.  
Finalizada la electroforesis, los geles se tiñeron con tinción de nitrato de plata 
(PlusOne Silver Staining Kit Protein, Amersham Biosciences), dividiendo el gel en dos 
partes correspondientes a cada una de las muestras. Finalmente, los geles fueron 
guardados y recubiertos con láminas comerciales (Mylar Sheets, Amersham Biosciences). 
 
2.7. Tinción específica de fosfoproteínas en geles 2-DE 
 
Para la tinción específica de fosfoproteínas se utilizó el reactivo de tinción 
fluorescente Pro-Q Diamond (Invitrogen Co., Eugene, Oregon, USA). Para evitar posibles 
incompatibilidades entre la tinción y los geles comerciales (ExcelGel XL 12-14), se optó 
por la preparación de la segunda dimensión utilizando geles verticales domésticos SDS-
PAGE al 10% (10%T, 3%C), en un tampón de Tris-tricina (ver epígrafe 2.1 del Capítulo 
II). Para el estudio comparativo de las fosfoproteínas en los geles 2-DE, se prepararon 
geles por duplicado, a partir de tiras de IEF de rango medio, 4,0-6,5 de pH (Ampholine 
PAGplate, Amersham Biosciences) con la misma cantidad y tipo de muestra (40 µL, a 4 
mg/mL). Las condiciones de electroforesis fueron las siguientes: 100 V, 40mA por gel y 
150 W. Seguidamente uno de los geles fue teñido con CBB (Amersham Bioscience) y su 
complementario con el marcaje fluorescente Pro-Q Diamond (Invitrogen Co.), de acuerdo 
con las instrucciones de las casas comerciales. La observación de los geles teñidos con 
Pro-Q Diamond se realizó en un transiluminador de luz ultravioleta a 300 nm (Molecular 
Imagen Gel Doc XR System, Bio-Rad).  
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2.8. Análisis de imagen de los geles 2-DE 
 
Los geles se analizaron mediante el programa de análisis de imagen PDQuest en 
su versión 7.1.0 (Bio-Rad), específico para geles 2-DE, cuyo funcionamiento se basa en 
la asignación para cada uno de los puntos detectados en el gel, de unas coordenadas X e 
Y, que corresponden a su posición horizontal y vertical en la imagen, y de un valor Z que 
determina la intensidad de la señal (densidad óptica) (Marengo y col., 2005). De esta 
forma, las coordenadas X, Y, Z, de cada mancha proteica (spot), vienen determinadas 
por las correspondientes a los puntos que la forman. Los geles se escanearon en 
condiciones idénticas de resolución y las imágenes adquiridas, se cortaron hasta un 
tamaño adecuado, que sólo excluyese los bordes del gel. Después, se procedió a la 
detección automática de los spots, tras establecer los parámetros de identificación. Para 
ello, se señaló el spot más pequeño, el más grande y el menos intenso. Una vez 
detectados todos los spots automáticamente, se procedió a la edición visual y manual de 
los mismos, añadiendo aquellos spots que en un primer momento no habían sido 
detectados o eliminando aquellos mal detectados, debido principalmente a una excesiva 
exposición de la tinción. A continuación, la imagen original se filtró y suavizó, con el fin 
de lograr una mejor visualización de los puntos detectados. A partir de la imagen filtrada, 
se construyeron spots 3D ajustados a un modelo gaussiano, según la distribución de 
intensidades de sus píxeles. Como resultado se obtuvieron tres imágenes por cada gel 
escaneado: la imagen original digitalizada, la imagen filtrada y procesada, y la imagen 
sintética gaussiana. La comparación se realizó sobre la imagen gaussiana. Tras la 
detección se procedió al reconocimiento y alineamiento de las imágenes. En este paso, 
sobre las imágenes gaussianas de los geles a analizar, se marcaron aquellos spots 
presentes en todas las imágenes (de forma automática y manual), de modo que gracias 
a las coordenadas X e Y se pudieron ir reconociendo los puntos que presentaron los 
mismos spots en los distintos geles. El reconocimiento de spots homólogos se basó en un 
sofisticado sistema de algoritmos de marcaje, de los más precisos del mercado actual. 
Finalizado el proceso de alineamiento, el programa permitió normalizar los datos, 
calculando un valor de cantidad normalizada denominado “volumen relativo”, y que 
corresponde al área del spot multiplicada por el valor de la intensidad relativa frente a la 
intensidad total detectada en el gel. Cada mancha proteica se identificó de forma única 
mediante un número de spot (SSP). 
En este estudio se analizaron los geles correspondientes a cada una de las 
especies o subespecies consideradas y una vez obtenido un estándar, que contenía todos 
los spots conservados entre cada individuo, se procedió a compararlo con los estándares 
de cada una de las restantes especies.  
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Caracterización de las proteínas sarcoplásmicas de las diferentes especies 
de la familia Merlucciidae mediante electroforesis SDS-PAGE 
 
Como primera aproximación al análisis diferencial de la composición proteica de la 
fracción sarcoplásmica, se compararon los perfiles electroforéticos de dicha fracción en 
geles SDS-PAGE. Para ello, se examinaron en un primer intento un total de 3 geles 
domésticos al 10%, para cada uno de los individuos representativos de cada especie. En 
estas condiciones, se obtuvo una adecuada resolución de todas las especies proteicas 
comprendidas entre los 10 y los 100 kDa (Dunker y Rueckert, 1969). Debido a que los 
sistemas convencionales de Tris-HCl/Tris-glicina (Laemmli, 1970) no permiten una 
suficiente resolución de las especies proteicas menores de 10-14 kDa, se decidió sustituir 
el tampón Tris-glicina por Tris-tricina. Este último consigue una mejor resolución de 
aquellas especies proteicas menores de 30 kDa (Schägger y von Jagow, 1987). En 
consecuencia el %T junto con el tampón Tris-tricina consiguió una buena resolución del 
rango comprendido entre los 1-100 kDa. El interés por mejorar la resolución de la región 
con menor Mr radica en que las proteínas sarcoplásmicas con menor Mr, conocidas como 
parvalbúminas (<12 kDa), habían sido descritas previamente por otros autores, como 
potencialmente diferenciadoras para las especies pesqueras (Whitmore, 1986; Esteve-
Romero y col., 1996; Rehbein y col., 2000; Piñeiro y col., 2001). En la Figura 26 se 
muestra un gel 1-DE característico. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Análisis de las proteínas sarcoplásmicas mediante SDS-PAGE 10% de M. merluccius 
(M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. paradoxus (M5), M. hubbsi (M6), 
M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis (M9), M. productus (M10), M. 
bilinearis (M11), Ma. novaezelandiae nov. (M12) y Ma. nov. magellanicus (M13). P (patrón de masa 
molecular). La llave señala la región donde se resuelven las parvalbúminas y la flecha indica las 
bandas características para todas las merluzas americanas excepto para M. bilinearis (M11). 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 P (kDa) M13 
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Como se muestra en la Figura 26, la detección de bandas características para las 
distintas especies, no aportó diferencias significativas excepto en la región de menor Mr 
(≤14 kDa), correspondiente a las parvalbúminas (PRVB) (<12 kDa) (Rehbein y col., 
2000). En ella se pueden distinguir dos bandas características para todas las merluzas 
americanas excepto para la especie M. bilinearis (M. hubbsi, M. gayi, M. australis 
polylepis y M. australis australis) y una sóla banda para todo el grupo de las merluzas 
euroafricanas (M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis, M. polli y M. paradoxus). Por 
último y dentro de esa misma región, los individuos del género Macruronus, presentaron 
también dos bandas características, pero de menor Mr que las observadas para las 
merluzas americanas. 
Como complemento a los resultados obtenidos con anterioridad y con objeto de 
acortar el tiempo de análisis y mejorar la sensibilidad del método, se decidió resolver las 
proteínas sarcoplásmicas en geles comerciales SDS-PAGE los cuales se tiñeron con 
nitrato de plata. El análisis por SDS-PAGE de la fracción sarcoplásmica de 3 geles 
horizontales comerciales Excel-Gel homogéneos 15% -óptimos para la separación de 
proteínas menores de 25 kDa (Langen y col., 1997)- aportó unos perfiles con mayor 
resolución que los obtenidos con los sistemas manuales, pero una vez más, no evidenció 
diferencias significativas entre las distintas especies inclusive en el caso de tinciones más 
sensibles, como la tinción con nitrato de plata (Figura 27). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Análisis de las proteínas sarcoplásmicas mediante SDS-PAGE en geles comerciales 
Excel-Gel homogéneos al 15% para M. merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), 
M. polli (M4), M. paradoxus (M5), M. hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. 
australis australis (M9), M. productus (M10), M. bilinearis (M11), Ma. novaezelandiae nov. (M12) y 
Ma. nov. magellanicus (M13). P (patrón de masas moleculares). La llave señala la región de las 
parvalbúminas y la flecha indica las bandas características para todas las merluzas americanas 
excepto para M. bilinearis (M11). 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 P (kDa) 
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Del mismo modo que para los geles 1-DE manuales, la única diferencia 
significativa se observó en la región de menor Mr correspondiente a las parvalbúminas, 
donde de nuevo los perfiles electroforéticos mostraron una serie de bandas 
características para casi todas las especies de merluza americanas, excepto para M. 
bilinearis y otras bandas características para ambas subespecies del género Macruronus. 
Los perfiles electroforéticos obtenidos después del análisis mediante SDS-PAGE 
mostraron bandas proteicas con masas moleculares comprendidas entre los 10 y los 100 
kDa. En la Tabla 12 se presentan los valores de masa molecular de las principales 
bandas, para cada una de las especies objeto de estudio. 
 
Tabla 12. Masas moleculares relativas (kDa) de las principales bandas obtenidas mediante SDS-
PAGE y su posterior análisis de imagen. 
 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 
97,05 97,05 97,04 97,03 97,03 97,03 97,04 97,04 97,04 97,03 97,03 97,04 97,04 
68,53 68,53 68,50 68,50 68,52 68,50 68,50 68,50 68,50 68,50 68,50 68,48 68,48 
58.07 58,07 58,07 58,05 58,06 58,06 58,05 58,05 58,05 58,05 58,03 58,05 58,05 
47,08 47,08 47,08 47,06 47,06 47,06 47,06 47,06 47,06 47,06 47,05 47,07 47,07 
42,84 42,84 42,84 42,82 42,82 42,82 42,82 42,82 42,82 42,80 42,80 42,80 42,80 
39,37 39,37 39,35 39,34 39,34 39,34 39,34 39,34 39,34 39,33 39,36 39,34 39,34 
36,32 36,32 36,30 36,31 36,30 36,31 36,30 36,30 36,30 36,30 36,30 36,30 36,30 
32,06 32,05 32,05 32,03 32,03 32,05 32,05 32,05 32,05 32,06 32,06 32,03 32,03 
27,26 27,26 27,24 27,22 27,21 27,21 27,21 27,20 27,23 27,27 27,22 27,20 27,20 
21,50 21,50 21,48 21,46 21,46 21,45 21,47 21,50 21,49 21,50 21,49 21,48 21,47 
18,60 18,59 18,59 18,60 18,59         
     17,81 17,80 17,81 17,80 17,87 17,82   
           16,81 16,81 
     11,52 11,53 11,53 11,53 11,50    
           11,35 11,35 
11,31 11,31 11,31 11,30 11,30 11,30 11,30 11,30 11,31 11,31 11,30 11,30 11,30 
 
M. merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. paradoxus (M5), M. 
hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis (M9), M. productus 
(M10), M. bilinearis (M11), Ma. novaezelandiae nov. (M12) y Ma. nov. magellanicus (M13). En color 
verde y rojo destacan las dos regiones potencialmente diferenciadoras. 
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Como se muestra en la Tabla 12, los resultados mediante SDS-PAGE pusieron de 
manifiesto la existencia de dos posibles regiones potencialmente diferenciadoras. La 
primera de ellas, resaltada en color verde en la tabla, correspondió a la zona donde se 
resuelven las bandas comprendidas entre los 16,81-18,60 kDa. En ella y en función de su 
masa molecular, se pudieron clasificar a las especies en tres grandes grupos: (i) 
merluzas euroafricanas (M1-M5) debido a la presencia de una banda característica de 
~18,60 kDa, (ii) merluzas americanas (M6-M11) debido a la presencia de una banda de 
~17,81 kDa y finalmente (iii) ambas subespecies del género Macruronus (M12-M13), 
debido a la presencia de una banda de ~16,81 kDa. Asimismo, la región señalada en 
color rojo en la tabla, correspondiente a la zona donde se resuelven las PRVBs, permitió 
igualmente diferenciar a las especies en tres grandes grupos: (i) merluzas euroafricanas 
(M1-M5) junto con la especie M. bilinearis (M11) por la presencia de una única banda de 
~11,30 kDa, (ii) resto de las merluzas americanas (M6-M10) por la presencia de dos 
bandas características de ~11,50 y ~11,30 kDa y por último, (iii) las subespecies del 
género Macruronus (M12-M13) por la presencia de dos bandas de 11,35 y 11,30 kDa. 
Aunque la técnica de SDS-PAGE no permite la discriminación inequívoca de todas las 
especies de merluza, sí que evidencia que las pequeñas diferencias encontradas, podrían 
atribuirse a la presencia de sustituciones aminoacídicas en sus secuencias. Dichas 
regiones serán analizadas con mayor profundidad en las sucesivas secciones de este 
capítulo y constituirán la base de las experiencias llevadas a cabo en esta tesis. 
 
3.2. Caracterización de las proteínas sarcoplásmicas de las diferentes especies 
de la familia Merlucciidae mediante isoelectroenfoque  
 
El análisis de las proteínas sarcoplásmicas mediante IEF es uno de los métodos 
tradicionales más reconocidos a nivel proteico, para dirimir el origen de aquellos 
productos pesqueros, comercializados frescos, refrigerados o congelados (Tepedino y 
col., 2001). En este sentido se analizaron los perfiles de la fracción de proteínas 
sarcoplásmicas de cada una de las especies, mediante geles horizontales comerciales de 
poliacrilamida al 5%, en tres rangos diferentes de pH. Se utilizaron geles con un 
gradiente de pH amplio (3,5-9,5 unidades de pH), medio (4,0-6,5 unidades de pH) y 
estrecho (4,0-5,0 unidades de pH). Se seleccionaron un total de 9 geles de IEF para cada 
tipo de gradiente y especie. De esta manera se pudo comparar tanto la variabilidad 
intraespecífica a partir de geles triplicados para cada uno de los tres especímenes de 
referencia, como la variabilidad interespecífica, a partir de la comparación del patrón de 
proteínas estándar para cada una de las especies objeto de estudio.  
En la Figura 28 se presenta un gel representativo de IEF de rango amplio (3,5-9,5 
unidades de pH) para cada una de las especies. 
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Figura 28. Isoelectroenfoque de rango amplio (3,5-9,5 unidades de pH) de las proteínas 
sarcoplásmicas de M. merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. 
paradoxus (M5), M. hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis 
(M9), M. productus (M10), M. bilinearis (M11), Ma. novaezelandiae nov. (M12) y Ma. nov. 
magellanicus (M13). pI (patrón de punto isoeléctrico). La llave señala la región donde se resuelven 
las parvalbúminas. 
 
De la visualización de los geles de IEF de rango amplio (3,5-9,5 unidades de pH), 
se pudo deducir que los perfiles obtenidos para las distintas especies eran distintos, 
observándose diferencias apreciables en el rango de pH más ácido, comprendido entre 
las 3,75 y 4,55 unidades de pH. Es en esta región donde se resuelven las parvalbúminas. 
Con la finalidad de seleccionar y evitar el solapamiento de estas proteínas ácidas, 
posteriormente se prepararon geles de isoelectroenfoque de rango más estrecho (4,0-6,5 
unidades de pH). En la Figura 29 se puede observar la mayor resolución de estos geles, 
especialmente en la región más ácida del gel, donde se resuelven las parvalbúminas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M10 M11 M12 M9 M8 M7 M6 M5 M4 M3 M2 M1 pI M13 
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Figura 29. Isoelectroenfoque de rango medio (4,0-6,5 unidades de pH) de las proteínas 
sarcoplásmicas de M. merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. 
paradoxus (M5), M. hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis 
(M9), M. productus (M10), M. bilinearis (M11), Ma. novaezelandiae nov. (M12) y Ma. nov. 
magellanicus (M13). pI (patrón de punto isoeléctrico). La llave señala la región donde se resuelven 
las parvalbúminas. 
 
La relación de los puntos isoeléctricos de las principales bandas obtenidas después 
del análisis de imagen de los geles de IEF de rango medio, se muestra en la Tabla 13. El 
hecho de que el IEF se realizara en condiciones nativas y no desnaturalizantes, implica 
que los valores de los puntos isoeléctricos determinados no son los aparentes, sino los 
reales. 
En cuanto a la variabilidad intraespecífica, determinada a partir del análisis de los 
tres ejemplares de referencia para cada una de las especies, se pudo deducir que los 
perfiles de IEF obtenidos eran totalmente idénticos, a excepción de los obtenidos para la 
especie M. australis. Respecto a las dos subespecies propuestas para M. australis -M. 
australis polylepis Ginsburg 1954 y M. australis australis Hutton 1872- los resultados 
corroboraron que a nivel molecular, existe una clara diferencia que evidencia un claro 
polimorfismo entre dichas subespecies, de forma que M. australis australis presentó una 
banda característica con un pI de 4,51, incluida en la región de las parvalbúminas, que 
no estaba presente en M. australis polylepis (Figura 29 ver calles M8 y M9, Tabla 13). 
Este polimorfismo entre individuos de la misma especie, pero de poblaciones diferentes, 
+ 
4.55 
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podría hacer posible su identificación y autentificación selectiva. La causa de este 
polimorfismo puede ser debida a variaciones genéticas surgidas entre individuos de 
diferentes localizaciones: costa patagónica (M. australis polylepis) y costa neozelandesa 
(M. australis australis).  
La presentación de una clara uniformidad en cuanto al número y valores de pI 
para cada una de las especies o subespecies, permitió determinar patrones 
electroforéticos representativos para cada una de ellas, de gran importancia para su 
posterior análisis comparativo. 
 
Tabla 13. Relación de puntos isoeléctricos de las principales bandas obtenidas mediante 
IEF de rango medio (4,0-6,5 unidades de pH). 
  
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 
6,43 6,43 6,43 6,47 6,47  6,39  6,43     
   6,29 6,29 6,29  6,29 6,25 6,25 6,25   
6,18 6,18 6,18   6,22 6,22 6,18 6,18 6,18    
     6,14 6,14 6,11 6,11 6,11    
6,07 6,07 6,07 6,07 6,07  6,04     6,09 6,09 
           5,93 5,93 
           5,82 5,82 
5,42 5,43 5,43 5,47 5,43       5,43 5,45 
     5,29        
      5,15 5,22 5,22 5,22 5,18   
      5,04 5,07 5,07 5,07 5,07   
       5,01 5,01     
4,53 4,55 4,55 4,51 4,51 4,57 4,56  4,51 4,51  4,51 4,51 
     4,30 4,27 4,30 4,30 4,29    
4,19 4,20 4,20 4,19 4,16  4,20 4,14 4,14 4,23 4,23   
4,02 3,95 3,92 3,84  4,09  3,98 3,98  3,98 4,05 4,05 
    3,79  3,78     3,75 3,75 
 
M. merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. paradoxus (M5), M. 
hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis (M9), M. productus 
(M10), M. bilinearis (M11), Ma. novaezelandiae nov. (M12) y Ma. nov. magellanicus (M13). En color 
verde y rojo destacan las dos regiones potencialmente diferenciadoras. 
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En cuanto a la variabilidad interespecífica, se puede deducir que los perfiles 
obtenidos para las distintas especies son diferentes, observándose sobre todo diferencias 
notables en la zona más ácida del gradiente de pH. Esta observación está en 
concordancia con los datos obtenidos anteriormente por otros autores para 5 especies de 
merluza (M. merluccius, M. capensis, M. hubbsi, M. gayi y M. australis) y otras especies 
de gádidos (Piñeiro y col., 2001). En geles de rango medio (4,0-6,5 unidades de pH), se 
observó cómo la región más catódica del gel (pH 5,80-6,5), no presentó grandes 
diferencias resolutivas entre las especies, ya que las bandas resueltas en ella no 
presentaron suficiente resolución (Tabla 13, valores en amarillo). Sin embargo, la región 
donde se resuelven las proteínas con puntos isoeléctricos comprendidos entre los 5,01-
5,47 aportó una información más dirimente (Tabla 13, valores en verde). En esta primera 
región potencialmente diferenciadora, los perfiles obtenidos para todas las especies de 
merluzas euroafricanas (M1-M5), presentaron una banda específica con un pI 
comprendido entre los 5,42-5,47, que no estaba presente en el resto de las merluzas 
pertenecientes al género Merluccius (Tabla 13, verde oscuro, Figura 30A). En esta misma 
región, las merluzas americanas mostraron bandas de pI más bajo (Tabla 13, Figura 
30B). La especie M. hubbsi (M6) presentó una banda principal con un pI de 5,29. 
Asimismo, el resto de las merluzas americanas se caracterizaron por la presencia de una 
banda con mayor intensidad, con un pI de 5,04-5,07 (Tabla 13, verde oscuro), 
conjuntamente con otras bandas ligeramente superiores o inferiores en pI, como las 
observadas en ambas subespecies de M. australis (M8-M9) (Tabla 13, verde claro). 
Finalmente, ambas subespecies pertenecientes al género Macruronus, se caracterizaron, 
de igual forma que las merluzas euroafricanas, por una banda específica con un pI de 
5,43-5,45 (Tabla 13, Figura 30C). 
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Figura 30. Perfiles representativos y representación 3D de las bandas obtenidas mediante IEF de 
rango medio (4,0-6,5 unidades de pH) para la primera región potencialmente diferencidora (pI 
5,01-5,47). Perfiles para todas las merluzas euroafricanas (A), para las americanas (B), y para 
ambas subespecies del género Macruronus (C).  
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La mayor variabilidad interespecífica se encontró en la región del gel 
correspondiente al gradiente de pH más ácido (3,75-4,55 unidades de pH), en dónde se 
resuelven las parvalbúminas (Tabla 13, valores en rojo). Se observaron diferencias 
significativas en función del número de bandas que se revelaron en dependencia de la 
especie. En términos generales, las especies presentaron al menos tres o cuatro bandas 
bien definidas (M. gayi, M7; M. australis australis, M9), a excepción de M. bilinearis 
(M11) que sólo evidenció dos. Todas las especies estudiadas excepto dos de ellas (M. 
australis polylepis, M8; M. bilinearis, M11), presentaron una banda común con un pI de 
4,51-4,57. Un segundo grupo de bandas son aquellas que presentan un pI entre 4,14-
4,30, y que se detectaron en todas las especies de merluza. Finalmente, en todas las 
especies, excepto en M. productus, hay un tercer tipo de bandas bien definidas con un pI 
comprendido entre 3,75-4,09. En la figura 31 se muestran los perfiles diferenciales de 
parvalbúminas, para las distintas especies agrupadas formando tres grupos principales: 
merluzas euroafricanas (Figura 31A), merluzas americanas (Figura 31B) y las dos 
subespecies del género Macruronus (Figura 31C). Para comprobar exhaustivamente el 
patrón diferencial de parvalbúminas en función de la especie, se realizaron 
posteriormente estudios mediante isoelectroenfoque utilizando geles con un gradiente de 
pH mucho más estrecho (4,0-5,0). 
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Figura 31. Perfiles representativos y representación 3D de las bandas obtenidas mediante IEF de 
rango medio (4,0-6,5 unidades de pH) para la segunda región potencialmente diferencidora (pI 
3,75-4,55) y correspondiente a las parvalbúminas. Perfiles para todas las merluzas euroafricanas 
(A), para las americanas (B), y para ambas subespecies del género Macruronus (C).  
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En las Figuras 32 y 33 se muestran los resultados obtenidos mediante 
isoelectroenfoque de rango estrecho (4,0-5,0) para cada una de las especies objeto de 
estudio. Las parvalbúminas ahora bien focalizadas y diferenciadas en este tipo de geles, 
mostraron una serie de perfiles característicos, equivalentes a los ya observados para los 
geles de rango medio. Los valores de pI para cada una de las bandas enfocadas en este 
tipo de geles fueron idénticos a los ya observados y recogidos en la Tabla 13.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Separación de las distintas bandas de parvalbúminas mediante 
isoelectroenfoque de rango estrecho (4,0-5,0 unidades de pH), para las distintas especies de 
merluza; pI (patrón de punto isoeléctrico) (A). Perfiles representativos y representación 3D de las 
distintas bandas de parvalbúminas de todas las especies (B).  
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Figura 33. Perfiles representativos y representación 3D de las bandas obtenidas mediante IEF de 
rango estrecho (4,0-5,0 unidades de pH), para la segunda región potencialmente diferencidora (pI 
3,75-4,55) y correspondiente a las parvalbúminas. Perfiles para todas las merluzas euroafricanas 
(A), para las americanas (B), y para ambas subespecies del género Macruronus (C).  
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3.3 Caracterización de las proteínas sarcoplásmicas de las diferentes especies 
de la familia Merlucciidae mediante electroforesis bidimensional (2-DE) 
 
Si bien el grado de resolución de la complejidad proteica de las muestras, 
mediante SDS-PAGE y/o IEF, no fue muy alto, ya que se basa en una única propiedad 
fisicoquímica (Mr o pI), el análisis de la fracción sarcoplásmica puso de relieve la 
existencia de bandas características y diferenciadoras para algunas de las especies objeto 
de esta tesis.  
La electroforesis bidimensional como combinación ortogonal de las anteriores 
técnicas, permite una mayor resolución de la fracción sarcoplásmica. En esta tercera 
sección, se describe pormenorizadamente la caracterización y comparación de un 
determinado subproteoma de dicha fracción (pI 4,0-6,5; Mr 0-150 kDa), mediante 2-DE. 
Dicho subproteoma fue elegido en función de la adecuada resolución y distribución 
uniforme de sus spots, de la representación en un mismo gel de ambas regiones 
potencialmente diferenciadoras y de la relación calidad/precio de la primera dimensión. 
De esta forma, se determinaron los patrones de expresión proteica representativos para 
cada una de las especies y se compararon las variaciones de expresión diferencial entre 
los mismos. Dicha comparación permitió la identificación del patrón de spots o de spots 
característicos y diferenciadores para ciertas especies, susceptibles de ser considerados 
como biomarcadores. 
 
3.3.1. Reproducibilidad de la técnica  
   
La 2-DE es un proceso laborioso que se realiza en varias etapas en las que 
intervienen variables tan diversas como la temperatura, la cantidad de muestra y la 
intensidad de corriente eléctrica, que pueden interferir en el resultado final de la misma. 
Esta es la razón por la que antes de proceder a la comparación de los patrones 2-DE 
entre todas las especies y para verificar la fiabilidad de la técnica, se determinó la 
reproducibilidad de la misma. Para ello se sometieron a análisis de imagen dos mapas 
obtenidos a partir del mismo extracto sarcoplásmico pero analizados en días diferentes. 
Las imágenes digitalizadas fueron cortadas, procediéndose a continuación al filtrado y a 
la detección de los spots. Una vez editadas, las especies proteicas bien resueltas fueron 
alineadas y comparadas. Los niveles de intensidad de los spots detectados fueron 
normalizados, expresando su intensidad en el gel con respecto a la intensidad total 
detectada en el gel completo. La regresión se realizó teniendo en cuenta el volumen de 
cada spot, calculado como producto de su intensidad relativa y área. Cada punto de la 
recta de regresión viene dado por el volumen relativo (en %), que representa cada spot 
en cada gel, de manera que el coeficiente de correlación 1, significaría que cada especie 
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proteica ocuparía el mismo volumen en los dos geles, y por lo tanto que en ambos casos 
se habría enfocado la misma cantidad de proteína en el mismo punto (Figura 34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Regresión y coeficiente de correlación de los datos de 256 spots utilizados para el 
análisis de reproducibilidad entre dos geles 2-DE, realizados en dos días diferentes para el mismo 
extracto sarcoplásmico (M. capensis). Unidades arbitrarias de densidad óptica x mm2. La recta 
verde se ajusta a los datos del análisis con una pendiente de 0,9108 y las laterales son una 
desviación 4 veces sobre la recta teórica con pendiente 1. 
 
El coeficiente de correlación obtenido fue de 0,9108, lo que significa que la 
reproducibilidad del método es de un 91,08%, comprobándose así que el método es 
reproducible y adecuado para llevar a cabo un análisis comparativo. 
 
3.3.2. Patrones 2-DE representativos para cada una de las especies 
 
Para llevar a cabo el estudio de la expresión diferencial del subproteoma 
sarcoplásmico (pI 4,0-6,5; Mr 0-150 kDa), se procedió previamente a la presentación de 
los patrones o mapas bidimensionales representativos para cada una de las especies 
(Figuras 36-48). Se emplearon geles SDS-PAGE con un gradiente del 12 al 14% en la 
segunda dimensión, para favorecer la buena resolución de ambas regiones 
diferenciadoras, ya que este tipo de geles resuelven bien las proteínas de menos de 25 
kDa (Langen y col., 1997). Por otro lado no se pudieron poner de manifiesto proteínas 
con una Mr mayor de 150 kDa debido a la limitada capacidad de estas proteínas de 
elevada Mr para introducirse en el gel de la primera dimensión (Görg y col., 2004). 
Para garantizar que los geles de la misma especie fuesen reproducibles, se llevó a 
cabo un control previo de la reproducibilidad intraespecífica encontrada. Para ello, se 
analizaron un total de 3 geles 2-DE, para cada uno de los tres individuos representativos 
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de cada especie. De esta forma, cada mapa bidimensional estándar está compuesto por 
el análisis individual de un total de 9 geles similares. Para análisis cualitativos y 
cuantitativos se recomienda comparar al menos 5 réplicas por muestra (Marengo y col., 
2005). La cantidad de carga utilizada (60 µg de proteína sarcoplásmica), sumada con la 
expansión de las dimensiones de separación y la tinción sensible del nitrato de plata -10 
veces más sensible que el CBB (Görg y col., 2004; Miller y col., 2006)- mejoró la 
resolución total. Tras la digitalización, las imágenes fueron procesadas según criterios 
previamente establecidos, de modo que por cada gel se obtuvo un trío de imágenes 
correspondientes al gel original, el resultado de la filtración de la imagen y a su 
modelización gaussiana (Figura 35). 
 
  
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Imágenes obtenidas tras el análisis de imagen de los mapas 2-DE para la especie M. 
merluccius. Se muestran, de izquierda a derecha, la imagen original escaneada, la imagen filtrada 
y la imagen gaussiana obtenidas tras la detección de los spots.  
 
 
A partir de la imagen gaussiana se generó una imagen de referencia o estándar, 
partiendo del gel con mejor calidad y con mayor número de spots detectados. En este gel 
sintético se alinearon e incluyeron todas las especies proteicas o spots comunes de los 3 
individuos de referencia pertenecientes a la misma especie. En la Figura 35, se muestra 
la imagen 2-DE original, filtrada y gaussiana para la especie M. merluccius. A partir de 
proteínas con características conocidas, se establecieron los marcadores de Mr y pI, a 
partir de los cuales se extrapolaron los valores experimentales correspondientes a las 
restantes manchas. En las figuras 36-48 se muestran los mapas 2-DE originales 
representativos para cada una de las especies objeto de estudio. 
El coeficiente de correlación intraespecífico promedio fue de 0,784, lo que significa 
que la reproducibilidad intraespecífica es de un 78,4%. La pequeña variabilidad 
M. merluccius Imagen Original M. merluccius Imagen Gaussiana M. merluccius Imagen Filtrada 
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intraespecífica estimada (21,6%), se corresponde principalmente con aquellos spots que 
no fueron reconocidos en todos los geles (diferencias características de cada individuo), y 
que principalmente se encontraban en zonas de baja calidad (Righetti, 2006), o debido 
también a pequeñas variaciones derivadas de la técnica, menos de un 10% según los 
datos obtenidos de reproducibilidad del método.  
La buena reproducibilidad obtenida, indica que la electroforesis bidimensional es 
una herramienta adecuada para la comparación de patrones proteicos entre las distintas 
especies. 
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Figura 36. Gel 2-DE original de la especie Merluccius merluccius. 
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Figura 37. Gel 2-DE original de la especie Merluccius capensis. 
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Figura 38. Gel 2-DE original de la especie Merluccius senegalensis. 
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Figura 39. Gel 2-DE original de la especie Merluccius polli. 
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Figura 40. Gel 2-DE original de la especie Merluccius paradoxus. 
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Figura 41. Gel 2-DE original de la especie Merluccius hubbsi. 
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Figura 42. Gel 2-DE original de la especie Merluccius gayi. 
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Figura 43. Gel 2-DE original de la especie Merluccius australis polylepis. 
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Figura 44. Gel 2-DE original de la especie Merluccius australis australis. 
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Figura 45. Gel 2-DE original de la especie Merluccius productus. 
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Figura 46. Gel 2-DE original de la especie Merluccius bilinearis. 
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Figura 47. Gel 2-DE original de la especie Macruronus novaezelandiae novaezelandiae. 
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Figura 48. Gel 2-DE original de la especie Macruronus novaezelandiae magellanicus. 
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3.3.3. Comparación interespecífica de los patrones bidimensionales  
 
Una vez determinado el subproteoma sarcoplásmico común para cada una de las 
especies estudiadas, se realizó el posterior proceso de alineamiento y comparación entre 
todos ellos. Con el propósito de identificar aquellos spots específicos o diferenciadores de 
especies y evitar los problemas derivados del método de tinción elegido, se realizó una 
comparación real y efectiva en base a un criterio cualitativo. Solamente se tuvo en 
cuenta la presencia o ausencia de determinados spots y no las diferencias cuantitativas 
entre ellos. En la Figura 49 se muestra el mapa estándar y la versión gaussiana para la 
especie M. merluccius en el cual, se han numerado ciertos spots mayoritarios presentes 
en el gel, utilizando la regla del SSP (número de spots estándares). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 49. Patrón 2-DE estándar obtenido para M. merluccius después del análisis de imagen. La 
imagen de la izquierda pertenece a uno de los geles 2-DE originales y la de la derecha a la imagen 
gaussiana donde se han numerado (SSP) los spots mayoritarios. En ambas imágenes se han 
señalado las tres regiones con mayor variabilidad que serán analizadas con mayor detalle. 
 
La numeración SSP atiende al establecimiento en la imagen de una rejilla de 
numeración dividida en 10 filas y 10 columnas, que a su vez están subdivididas en 10 
secciones, con objeto de  identificar unívocamente cada uno de los spots en el gel. Este 
mapa se empleó como mapa de referencia para las comparaciones posteriores con los 
patrones de las otras especies. A efectos de identificación de especies, se han resaltado 
en ambas imágenes las zonas con mayor variabilidad interespecífica, las cuales fueron 
posteriormente estudiadas y comparadas con más detalle. La elección de dichas zonas se 
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realizó en base a la calidad de las mismas, a la presencia de variabilidad interespecífica 
detectada en ellas y a la inclusión de las dos regiones potencialmente diferenciadoras 
observadas previamente mediante el análisis por SDS-PAGE e IEF.  
La primera área acotada a comparar correspondió a los spots con un pI>5,20 y 
con una Mr comprendida entre los 20,1 y 100 kDa (Figuras 49 y 50). Los spots presentes 
en ella no mostraron una adecuada resolución, ya que existen numerosas zonas de 
solapamiento que reducen la posibilidad de visualizar e identificar todos los productos 
génicos adecuadamente. Este problema se debió al estrecho gradiente de poliacrilamida 
(12-14%) de los geles para la segunda dimensión (SDS-PAGE), que es especialmente 
óptimo para la adecuada resolución de proteínas menores de 25 kDa (Langen y col., 
1997). Aún así, dichos fenómenos de solapamiento, permitieron identificar de forma 
semiautomática una serie de regiones o conjuntos de spots, comunes o característicos 
para las distintas especies (Tabla 14).  
 
Tabla 14. Puntos isoeléctricos y masas moleculares relativas para las distintas regiones 
diferenciales de la primera zona acotada de los geles 2-DE.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M. merluccius (M1), M. capensis (M2), M. senegalensis (M3), M. polli (M4), M. paradoxus (M5), M. 
hubbsi (M6), M. gayi (M7), M. australis polylepis (M8), M. australis australis (M9), M. productus 
(M10), M. bilinearis (M11), Ma. novaezelandiae nov. (M12) y Ma. nov. magellanicus (M13). 
 
La región (R3) comprende una serie de spots totalmente solapados, la cual está 
presente en todas las especies objeto de estudio. Destacan también tres regiones 
comunes (R1, R4, R7), para todas las especies pertenecientes al género Merluccius, que 
no fueron observadas en ambas subespecies del género Macruronus. Por el contrario, la 
región (R9) sólo se identificó en ambas subespecies del género Macruronus. Del mismo 
modo, en esta zona también podemos señalar la región (R6), presente en todas las 
especies del género Merluccius, excepto para la especie M. australis polylepis, y la región 
(R8), presente también en todas las especies del género Merluccius salvo en la especie 
Región pI Mr (kDa) Especies/Subespecies 
R1 5,85-6,55 80-98 Género Merluccius (M1-M11) 
R2 5,90-6,20 60-67 M1, M2, M3 
R3 6,20-6,70 62-73 Todas las especies (M1-M13) 
R4 5,82-6,20 45-56 Género Merluccius (M1-M11) 
R5 6,20-6,90 46-67 Euroafricanas (M1-M5), Macruronus (M12-M13) 
R6 5,85-6,55 37,5-45 Género Merluccius excepto M8 
R7 6,20-6,90 30-45 Género Merluccius (M1-M11) 
R8 6,55-6,90 25-37 Género Merluccius excepto M11 
R9 5,52-6,20 33-45 Género Macruronus (M12-M13) 
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M. bilinearis. Citar también la región R5 observada en todas las merluzas euroafricanas y 
en ambas subespecies del género Macruronus y una región específica (R2), para las 
merluzas, M. merluccius, M. capensis y M. senegalensis. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 50. Ampliación de la región 2-DE con pI>5,20 y Mr entre 20,1-100 kDa para las distintas 
especies. Se han señalado nueve regiones de interés para los estudios comparativos.  
 
Estos resultados, relativamente pobres, son debidos al solapamiento encontrado 
en esta zona, a la gran heterogeneidad de las proteínas sarcoplásmicas que se enfocan a 
modo de trenes de spots y a la gran abundancia de éstos en dicha región, lo que provoca 
una excesiva exposición de la tinción y una quemadura química del gel. Por todo ello, 
esta región no fue considerada como la más adecuada para el propósito que nos ocupa. 
La siguiente región a destacar por su variabilidad interespecífica correspondió a 
los spots que se resuelven entre los 16,80-18,60 kDa y las 5,04-5,47 unidades de pH 
(Figura 49 y 51). Los valores obtenidos para dichos spots mostraron un patrón variable 
en función de la especie, en concordancia con los datos previamente observados 
mediante el análisis por SDS-PAGE e IEF. En esta determinada región se resuelven un 
determinado tipo de fosfotransferasas, conocidas como las nucleósido difosfato quinasas 
(NDK) (Piñeiro y col., 2001). Dichas enzimas son las encargadas del intercambio de 
grupos fosfato entre nucleósidos difosfatos (NDPs) y nucleósidos trifosfatos (NTPs). Los 
patrones 2-DE de las NDK para las distintas especies de merluza y para las dos 
subespecies de granaderos, se muestran con más detalle en la Figura 51. En la Tabla 15, 
M. merluccius M. capensis M. senegalensis M. polli M. paradoxus 
M. hubbsi M. gayi M. australis polylepis M. australis australis 
M. productus M. bilinearis Ma. novaezelandiae nov. Ma. nov. magellanicus 
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se resumen los valores de pI y Mr obtenidos para los principales spots de cada una de las 
especies estudiadas. La presencia de una línea de spots con la misma masa molecular y 
distinto pI puede ser indicativa de alguna modificación postraduccional (PTM). Se ha 
descrito que las NDK pueden estar fosforiladas en distintos puntos de su cadena 
polipeptídica (Bominnar y col., 1994; Postel, 1998), por lo que este tipo de fosfoproteínas 
aparecerían en los geles bidimensionales formando una línea de spots a modo de 
“trenes” debido a su diferente pI, ya que dicha modificación influye en la carga del 
producto génico expresado. La fosforilación de proteínas normalmente lleva consigo un 
incremento en la carga negativa de las mismas, dando lugar a un spot con un pI más 
ácido. Los principales spots a comparar entre las distintas especies, fueron nuevamente 
designados con trece números, pero esta vez como N1, N2,.., hasta el N13. Se eligió no 
sólo el spot más intenso, sino también el que podría presentar mayor número de 
fosforilaciones y resultar de interés en su posterior caracterización mediante 
espectrometría de masas. 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 51. Ampliación de la  región potencialmente diferenciadora donde se resuelven las NDKs. 
Las flechas señalan los principales spots observados y la numeración el spot mayoritario. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M. merluccius M. capensis M. senegalensis M. polli 
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Tabla 15. Puntos isoeléctricos y masas moleculares relativas para cada uno de los spots de NDKs 
resueltos en la primera región potencialmente diferenciadora. 
 
Las diferencias cualitativas entre los principales spots de fosfotransferasas fueron 
notables, permitiendo la clasificación de las especies estudiadas en tres grandes grupos: 
  
(i) Merluzas euroafricanas (M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis, M. 
polli y M. paradoxus) con un spot característico con un pI de 5,42-5,47 
y una Mr de 18,60 kDa.  
(ii) Merluzas americanas (M. hubbsi, M. gayi, M. australis polylepis, M. 
australis australis, M. productus y M. bilinearis), caracterizadas por la 
presencia de un spot con un pI de 5,04-5,29 y una Mr de 17,80-17,87 
kDa. 
(iii) Ambas subespecies de granaderos, las cuales presentaron 
distintivamente un spot con un pI de 5,43-5,45 y un Mr de 16,81 kDa. 
  
Los resultados obtenidos por electroforesis bidimensional ponen de relieve 
diferencias en el pI y en la Mr, indicando la presencia de sustituciones aminoacídicas en 
Especies/Subespecies Spot pI 
Mr 
(kDa)  Especies/Subespecies Spot pI 
Mr 
(kDa) 
  5,22 18,80   N8 5,07 17,81 
M. merluccius N1 5,42 18,60  
M. australis 
polylepis 
 5,25 17,10 
  5,65 18,60    5,42 16,70 
  5,87 18,80    5,61 17,30 
 N2 5,43 18,59    4,96 18,00 
M. capensis  5,56 17,20  M. australis australis N9 5,07 17,80 
  5,74 17,10    5,21 17,70 
M. senegalensis N3 5,43 18,59    5,40 17,30 
  5,70 19,30  M. productus N10 5,07 17,87 
M. polli N4 5,47 18,60    5,29 17,60 
  5,70 17,70  M. bilinearis N11 5,07 17,82 
M. paradoxus N5 5,43 18,59    5,34 17,80 
  5,73 18,50  Ma. nov. nov. N12 5,43 16,81 
 N6 5,29 17,81    5,72 15,80 
M. hubbsi  5,72 16,60    5,90 16,81 
  5,86 16,70   N13 5,45 16,81 
 N7 5,04 17,80  
Ma. nov. 
magellanicus 
 5,69 16,90 
M. gayi  5,21 17,30    5,92 16,80 
  5,39 16,80      
  5,65 16,30      
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sus secuencias. Sin embargo, la 2-DE por sí sola no puede revelar si las NDK con el 
mismo pI y Mr son idénticas o no. Por esta razón, es necesario caracterizar cada uno de 
los spots de NDK por espectrometría de masas. 
En lo que respecta a la zona del gel correspondiente al rango de pI más ácido, 
donde se resuelven las parvabúminas, se observaron grandes diferencias tanto en 
número, como en valores de pI y Mr, dependiendo de la especie. Del análisis de los geles 
2-DE se deduce que existen isoformas de parvalbúminas específicas para determinadas 
especies. Del mismo modo que para las NDK, los patrones de parvalbúminas para las 
distintas especies de merluza y para las dos subespecies de granaderos se muestran con 
más detalle en la Figura 52. Asimismo en la Tabla 16 se recogen los valores de pI y Mr 
para cada uno de los 40 spots diferentes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 52. Ampliación de la segunda región potencialmente diferenciadora donde se resuelven 
las parvalbúminas. 
 
Los resultados cualitativos, en cuanto a variabilidad intraespecífica, muestran que 
los resultados obtenidos mediante 2-DE, son totalmente idénticos a excepción de los 
observados para la especie M. australis. Estos resultados están en concordancia con los 
obtenidos previamente mediante IEF en los que, precisamente M. australis australis, 
presenta cuatro isoformas distintas, debido a la presencia de la parvalbúmina P26 (pI 
4,51; Mr 11,25 kDa), mientras que en M. australis polylepis solamente se pueden 
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P37 
P38 P39 
P40 
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observar tres isoformas diferentes. Este polimorfismo proteico entre individuos de la 
misma especie, pero de diferentes poblaciones, hace posible su identificación y 
autentificación selectiva. Como ya hemos supuesto anteriormente, este polimorfismo 
puede ser debido a variaciones genéticas surgidas entre individuos de diferentes 
localizaciones geográficas: costa patagónica (M. australis polylepis) y costa neozelandesa 
(M. australis australis). Sin embargo, en concordancia con lo indicado mediante IEF, 
ambas subespecies de merluzas de cola no mostraron variabilidad intraespecífica 
observable. 
Como contrapartida, los patrones obtenidos por 2DE muestran una notable 
variabilidad interespecífica, en función del número y valores de pI y Mr, entre las distintas 
isoformas de parvalbúminas de cada una de las merluzas y granaderos, de tal forma que, 
cada especie presentó al menos dos isoformas mayoritarias (M. bilinearis), pero 
comúnmente se observaron tres o cuatro isoformas diferentes (M. australis australis).  
Los spots de parvalbúminas fueron numerados, esta vez con caracteres arábicos 
(P1-P40) de derecha a izquierda, en función de su pI. Excepto dos de las especies, todas 
ellas presentaron una isoforma de parvalbúmina mayoritaria con un pI comprendido 
entre 4,51-4,57 (P1, P4, P7, P10, P13, P16, P19, P26, P30, P35, P38, Figura 52, Tabla 
16). M. australis polylepis fue una de las excepciones presentando una isoforma con un 
pI desplazado hasta 4,30 unidades de pI (P23) y M. bilinearis que no presentó esta 
isoforma, fue la segunda excepción. Este grupo fue denominado como parvalbúminas A 
(PRVB_A). 
Un segundo grupo de isoformas está constituído por spots con un pI entre 4,14 y 
4,30, detectados en todas las especies de merluza, aunque evidenció algunas diferencias 
menores en su Mr. Así, en las merluzas euroafricanas esta isoforma presentó una Mr de 
11,35-11,38 kDa (P2, P5, P8, P11, P14), mientras que para las merluzas sudamericanas 
(P17, P20, P24, P28, P31), este valor fue un poco más alto (~11,50-11,55 kDa). En 
Macruronus (P36 y P39), este segundo grupo de isoformas tiene un pI característico de 
4,05 y un Mr alrededor de los 11,35 kDa. M. australis australis y M. productus tienen dos 
spots para este pI: los anteriormente mencionados P28, P31 y otro con menor Mr: P27 y 
P32. Finalmente, la especie de merluza norteamericana, M. bilinearis, mostró un spot 
específico (P33) con una forma peculiar. Este segundo grupo fue isoformas denominado 
como parvalbúminas B (PRVB_B). 
El análisis por 2-DE, reveló un tercer grupo de spots, que comprenden a las 
parvalbúminas más acídicas, con un pI en el rango de 3,98-4,09, los cuales están 
presentes en todas las merluzas (P3, P6, P9, P12, P15, P18, P25, P29, P34, P37 y P40), 
excepto en M. productus. Para ambas subespecies de Macruronus (P37, P40) y para M. 
gayi (P22), esta isoforma tiene un pI ligeramente menor, alrededor de 3,75. Este grupo 
más ácido, fue denominado como parvalbúminas C (PRVB_C). 
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Tabla 16. Punto isoeléctrico y masa molecular relativa para todas las isoformas de parvalbúminas 
de todas las especies objeto de estudio. 
Especies/Subespecies Spot pI 
Mr 
(kDa) 
 Especies/Subespecies Spot pI 
Mr 
(kDa) 
 P1 4,53 11,30   P23 4,30 11,30 
M. merluccius P2 4,19 11,38  M. australis polylepis  P24 4,14 11,55 
 P3 4,02 11,39   P25 3,98 11,33 
 P4 4,55 11,30   P26 4,51 11,25 
M. capensis  P5 4,20 11,38  M. australis australis  P27 4,30 11,30 
 P6 3,95 11,39   P28 4,14 11,53 
 P7 4,55 11,30   P29 3,98 11,33 
M. senegalensis  P8 4,20 11,38   P30 4,51 11,37 
 P9 3,92 11,37  M. productus  P31 4,29 11,50 
 P10 4,51 11,30   P32 4,23 11,35 
M. polli  P11 4,19 11,35  M. bilinearis  P33 4,23 11,35 
 P12 3,84 11,35   P34 3,98 11,27 
 P13 4,51 11,35   P35 4,51 11,25 
M. paradoxus  P14 4,16 11,35  
Ma. novaezelandiae 
nov.  
P36 4,05 11,35 
 P15 3,79 11,32   P37 3,75 11,35 
 P16 4,57 11,30   P38 4,51 11,25 
M. hubbsi  P17 4,30 11,55  Ma. nov. magellanicus  P39 4,05 11,35 
 P18 4,09 11,35   P40 3,75 11,35 
 P19 4,56 11,30      
M. gayi  P20 4,27 11,53      
 P21 4,20 11,20      
 P22 3,78 11,33      
 
 
De lo anteriormente descrito, se concluye que el patrón de pI, Mr y número de 
isoformas de parvalbúminas, reveladas mediante 2-DE, permite la discriminación de cada 
una de las especies objeto de estudio. Estas diferencias en pI y Mr entre las distintas 
isoformas, indican la presencia de sustituciones aminoacídicas en sus secuencias. Sin 
embargo y al igual que en el caso del grupo formado por las NDK, los patrones 2-DE por 
sí solos no pueden revelar si las parvalbúminas con el mismo pI y Mr son 
verdaderamente idénticas o no. Estas observaciones justifican el interés de una posterior 
caracterización mediante espectrometría de masas, de cada uno de los spots de 
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parvalbúminas y de las NDK, a fin de identificar específicamente las variaciones 
específicas en sus secuencias aminoacídicas. Dichos estudios se compilan en los 
siguientes capítulos de esta tesis.    
 
3.3.4. Identificación de spots fosforilados en geles 2-DE 
 
La identificación de spots fosforilados directamente en los geles 2-DE se puso de 
manifiesto utilizando la tinción específica Pro-Q Diamond. Este agente fluorescente 
permite la detección directamente en el gel de grupos fosfato unidos a Tyr, Ser y Thr, sin 
necesidad de utilizar anticuerpos o radioactividad. La sensibilidad de esta tinción es de 
(1-2 ng proteína) (Steinberg y col., 2003). Utilizando esta metodología, se ha podido 
detectar que varios spots de la fracción de proteínas sarcoplásmica están fosforilados 
(Figura 53 y Tabla 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 53. Gel 2-DE original teñido con CBB (A), y gel 2-DE teñido con Pro-Q Diamond (B), para 
la fracción sarcoplásmica de la especie M. senegalensis. Las flechas indican los spots fosforilados. 
 
Tabla 17. Spots fosforilados de la fracción sarcoplásmica de M. senegalensis. 
 
 
 
 
 
 
No Id. (spot no identificado); NDK (nucleósido difosfato quinasa).  
Spot/Región pI Mr (kDa) 
No Id./R1 6,10 97,00 
No Id./R2 6,17 68,50 
No Id./R6 6,18 42,85 
No Id./R6 6,07 42,84 
NDK 5,43 18,59 
A) B) 
14,0 
20,1 
30,0 
45,0 
66,0 
97,0 
Mr 
(kDa) 
3,75 4,55 5,20 5,85 6,55 
pI 
6,55 5,85 5,20 4,55 3,75 
pI 
14,0 
20,1 
30,0 
45,0 
66,0 
97,0 
Mr 
(kDa) 
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Cabe destacar la existencia de un spot intensamente marcado en la fracción de las 
NDK, comprobándose así lo que anteriormente se había sospechado, que las NDK pueden 
estar fosforiladas en algún punto de su secuencia. El spot que presentó mayor intensidad 
de marcaje específico para fosfoproteínas, fue el correspondiente al spot mayoritario y 
más acídico de los trenes de spots observados en los geles originales. La familia de las 
NDK comprenden un grupo específico de proteínas ubicuas que están implicadas en el 
mantenimiento del contenido intracelular de NTPs, catalizando la siguiente 
interconversión donde interviene un residuo específico de histidina (His): 
 
N1TP + NDK–His ↔ N1DP + P~His–NDK + N2DP + P~His–NDK ↔N2TP + NDK-His 
 
Además de la fosforilación del residuo de His, también se han descrito otras 
fosforilaciones en otros puntos de la secuencia (Bominaar, 1994). Esta enzima está 
implicada en la regulación biológica del crecimiento, desarrollo, apoptosis y 
diferenciación.  
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4. CONCLUSIONES 
 
1. El análisis por SDS-PAGE del subproteoma sarcoplásmico de las especies de 
merluza y granaderos estudiadas, puso de relieve la existencia de dos regiones de 
polipéptidos potencialmente diferenciadores. La primera de ellas correspondiente 
a las bandas que se resuelven entre los 16,81-18,60 kDa, permite la 
diferenciación de las especies en tres grandes grupos: merluzas euroafricanas, 
merluzas americanas y ambas subespecies del género Macruronus. La segunda 
región potencialmente diferenciadora, que comprende las bandas donde se 
resuelven la fracción de las denominadas parvalbúminas, diferencia las especies 
en tres grandes “clusters”: merluzas euroafricanas junto con la especie M. 
bilinearis, resto de las merluzas americanas y ambas subespecies del género 
Macruronus. 
 
2. Los perfiles de proteínas sarcoplásmicas de todas las especies objeto de este  
estudio, resultantes del análisis por IEF especialmente mediante geles de rango 
medio y rango estrecho, mostraron que no existe variabilidad intraespecífica entre 
los tres ejemplares de referencia analizados, a excepción de los pertenecientes a 
la especie M. australis. La subespecie M. australis australis presentó una banda de 
parvalbúminas con un pI de 4,51 que no está presente en M. australis polylepis.  
 
3. Los perfiles de proteínas sarcoplásmicas de todas las merluzas y granaderos  
estudiados, resultantes del análisis por IEF, especialmente mediante geles de 
rango medio y estrecho, evidenciaron que existe una gran variabilidad 
interespecífica en las regiones donde se resuelven las proteínas con un pI 5,01-
5,47 y las parvalbúminas (pI 3,75-4,55).  
 
4. Los resultados obtenidos del análisis de la fracción sarcoplásmica en geles de IEF 
de rango medio y rango estrecho para la región con un pI 5,01-5,47, permite la 
discriminación de las merluzas americanas del resto. Esto es debido a la presencia 
de bandas con un pI menor (5,04-5,29), que las encontradas en las merluzas 
euroafricanas y en ambas subespecies del género Macruronus. 
 
5. Los resultados obtenidos del análisis de la fracción sarcoplásmica en geles de IEF 
de rango medio y estrecho, para la región donde se resuelven las parvalbúminas 
(pI 3,75-4,55), permiten la diferenciación de cada una de las especies de estudio 
a partir del patrón obtenido, tanto en número como en valores de pI. Del mismo 
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modo, se evidencian isoformas de parvalbúminas comunes a la mayoría de las 
especies y otras más específicas para una, o para un conjunto de ellas. 
 
6. Los patrones de proteínas sarcoplásmicas resueltos mediante electroforesis 
bidimensional presentaron una reproducibilidad metodológica suficientemente alta 
(91,08%,), confirmando que el método es reproducible y adecuado para realizar 
análisis comparativos. A nivel intraespecífico, la buena reproducibilidad obtenida 
(78,4%), permite utilizar a la 2-DE como una herramienta adecuada para la 
comparación de patrones proteicos entre las distintas especies de estudio. 
 
7. La comparación de los perfiles de proteínas sarcoplásmicas de las especies 
estudiadas obtenidos mediante mapas bidimensionales, permite detectar 
diferencias de expresión cualitativas en tres regiones de los geles:  
 
7a. La primera región corresponde a los spots con pI>5,20 y Mr 20,1-100 
kDa. Los spots presentes en ella no presentaron una adecuada resolución, 
con numerosas zonas de solapamiento, pero aún así han permitido 
identificar una serie de regiones (R1-R9) características para determinadas 
especies. 
 
7b. La segunda región, correspondiente a los spots que se resuelven entre 
los 16,80-18,60 kDa y las 5,04-5,47 unidades de pH, características de un 
tipo de fosfotransferasas, conocidas como nucleósido difosfato quinasas 
(NDK), resulta ser más eficaz de cara a la diferenciación interespecífica. Su 
distribución a modo de trenes de “spots” con la misma Mr y distinto pI, es 
indicativa de la presencia de alguna fosforilación en su secuencia. Las 
diferencias cualitativas entre los principales spots permitió la clasificación 
de las especies en tres grandes grupos, merluzas euroafricanas, merluzas 
americanas y subespecies del género Macruronus. 
 
7c.  La tercera región, en la que se resuelven las parvalbúminas, denota 
grandes diferencias tanto en número como en valores de pI y Mr en función 
de la especie. En cuanto a la variabilidad intraespecífica, los resultados 
mostraron que los patrones 2-DE de las parvalbúminas son totalmente 
idénticos, a excepción de los observados para la especie M. australis. La 
subespecie M. australis australis presentó un spot específico P26 (pI de 
4,51; Mr 11,25 kDa), que no está presente en la subespecie M. australis 
polylepis. 
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8. La comparación de las distintas isoformas de parvalbúminas de merluzas y 
granaderos obtenidas mediante 2-DE, confirma la existencia de spots específicos 
para una o para un grupo de especies, identificándose tres isoformas de 
parvalbúminas diferentes (PRVB_A, PRVB_B y PRVB_C), cuya combinación en 
número y valores de pI y Mr, discrimina cada una de las especies objeto de 
estudio. Estas diferencias de pI y Mr entre las distintas isoformas, indican la 
presencia de sustituciones aminoacídicas en sus secuencias. 
 
9. La tinción específica para proteínas fosforiladas mostró un total de 5 spots 
fosforilados, entre los cuales destaca un spot de la fracción correspondiente a las 
NDK, comprobándose así la conclusión del punto 7b. 
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CAPÍTULO II 
APROXIMACIÓN CLÁSICA DE LA ESTRATEGIA BOTTOM-UP 
 
Caracterización de las proteínas diferenciadoras de las especies de 
la familia Merlucciidae, mediante espectrometría de masas  
MALDI-TOF 
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CAPÍTULO II 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
Continuando con la aproximación clásica de la Proteómica Bottom-Up, una vez 
identificadas mediante 2-DE las fracciones potencialmente diferenciadoras (NDKs y 
PRVBs), se procedió a la digestión en gel de cada uno de dichos spots y a su posterior 
análisis diferencial mediante MS tipo MALDI-TOF. La huella peptídica de cada una de las 
distintas especies proteicas, fue comparada con las digestiones in silico de las secuencias 
contenidas en las bases de datos, permitiendo por un lado la clara identificación de la 
proteína presente en dicho spot y por el otro, la determinación de aquellas masas 
específicas o diferenciales que permiten la identificación o clasificación taxonómica de la 
especie de merluza de la que se extrajo la muestra.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Electroforesis bidimensional preparativa de proteínas sarcoplásmicas para 
su posterior análisis mediante espectrometría de masas 
 
Una vez equilibradas las tiras de IEF de rango medio (pH 4,0-6,5; ver epígrafe 
2.6. del Capítulo I), donde previamente se habían resuelto 40 µL del extracto de 
proteínas sarcoplásmico, ajustado a una concentración de 4 mg/mL, éstas fueron 
desarrolladas en una segunda dimensión utilizando geles verticales (14 x 13,5 x 1,5 cm) 
de SDS-PAGE (10% T y 3% C), en tampón Tris-tricina (Schägger y von Jagow, 1987). 
Los geles se desarrollaron en un sistema vertical (Hoefer SE600, Pharmacia Blotech Inc. 
San Francisco, CA, USA) a temperatura controlada de 15ºC, por medio de un sistema de 
refrigeración MultiTemp III (Amersham Biosciences). 
La electroforesis se llevó a cabo a una intensidad constante de 40 mA por gel, 100 
V y 150 W durante 16-18 h, utilizando como tampón para el cátodo Tris 0,1 M, Tricina 
0,1 M, SDS 0,1%, pH 8,25 y para el ánodo Tris 0,2 M, pH 8,9.  
Finalizada la electroforesis, los geles fueron teñidos con CBB (Amersham 
Bioscience), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Por último, los geles fueron 
escaneados y analizados mediante el programa de análisis de imagen PDQuest versión 
7.1.0 (Bio-Rad).  
 
2.2. Digestión de las proteínas en gel con tripsina 
 
Los spots de interés fueron recortados minuciosamente de los geles 2-DE 
preparativos maximizando la relación proteína/gel, de manera que la región más intensa 
del spot, correspondiente a la región central del mismo, fue la elegida para la digestión, 
evitando así un exceso de gel. Seguidamente, los spots fueron digeridos en gel con 
tripsina (Sequencing grade; Promega, Madison, WI, USA), de acuerdo al protocolo 
descrito por Jensen y col. (1999b), con ligeras modificaciones. Así, las piezas de gel 
cortadas en piezas menores, se lavaron dos veces con 50 µL de agua MilliQ durante 10 
min en agitación. Tras retirar el agua del último lavado, las piezas se deshidrataron dos 
veces con 50 µL de acetonitrilo (2x10 min en agitación) y posteriormente, se 
rehidrataron con 50 µL de bicarbonato amónico 25 mM pH 8, durante 5 min en agitación. 
Transcurrido este tiempo, se adicionaron 50 µL de acetonitrilo y se incubó la muestra 
durante 15 min en agitación. Una vez eliminado el disolvente, la muestra se secó en un 
concentrador de vacío RVC-2-18/Alpha 1-2 (Christ, Osterode am Harz, Germany) y se 
hidrató de nuevo con 20 µL de una disolución de tripsina preparada a una concentración 
de 12,5 ng/µL, en bicarbonato amónico 25 mM pH 8. La muestra se mantuvo en hielo 
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durante al menos 45 min. Finalmente, se retiró la disolución de tripsina, que no había 
sido absorbida por las piezas de gel, se adicionó bicarbonato amónico 12,5 mM pH 8 (20 
µL) y se incubó durante toda la noche a 37ºC.     
 
2.3. Mapeo peptídico mediante espectrometría de masas tipo MALDI-TOF 
 
El análisis mediante espectrometría de masas tipo MALDI-TOF de los péptidos 
trípticos, se llevó a cabo en un espectrómetro de masas Autoflex de Bruker Daltonics 
(Billerica, MA, USA), equipado con extracción retardada (delayed extraction) y operando 
en modo reflectrón positivo, perteneciente al Servicio de Proteómica del Centro de 
Biología Molecular “Severo Ochoa” (CBMSO-CSIC) de Madrid. Después de la digestión, la 
disolución peptídica se acidificó con TFA y se secó en un concentrador de vacío. Como 
soporte se utilizaron placas Anchor-Chip (Bruker Daltonics), en las que se depositaron 
0,5 µL de matriz en una disolución saturada de ácido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) 
(Bruker Daltonics), en acetonitrilo al 30% (v/v), conteniendo TFA al 0,1% (v/v). La 
matriz se dejó secar a temperatura ambiente y sobre ella se aplicaron 0,5 µL del extracto 
peptídico, que seguidamente se dejó secar a temperatura ambiente.    
Los espectros se calibraron externamente utilizando una mezcla estándar de 
péptidos compuesta por 5 péptidos sintéticos (Bruker Daltonics): des-Arg1-bradiquinina 
(Mr 904,46), Glu1-fibrinopéptido B (Mr 1570,68), angiotensina-1 (Mr 1296,69), ACTH 1-
17 (Mr 2093,09), ACTH 18-39 (Mr 2465,20), ACTH 7-38 (Mr 3657,93), añadidos al 
soporte en posiciones adyacentes a las muestras. Los espectros fueron adquiridos entre 
los 400 y 4.000 m/z y todas aquellas masas procedentes de la autodigestión de la 
tripsina, de la matriz (de m/z 150 a 1.000) y de otras proteínas contaminantes, como 
ciertas queratinas, se eliminaron automáticamente. 
 
2.4. Procesamiento de los datos obtenidos mediante MALDI-TOF 
 
La identificación de los picos y la asignación de las masas monoisotópicas de los 
péptidos, a partir de los espectros de MALDI-TOF, se realizó de forma automática, 
utilizando el software FlexAnalysis (Bruker Daltonics) y el programa MoverZ disponible 
por Internet (http://bioinformatics.genomicsolutions.com/). La búsqueda en las bases de 
datos mediante PMF (Peptide Mass Fingerprinting), fue realizada utilizando la base de 
datos no redundante del NCBI (NCBInr) (NCBI Resources, NIH, Bethseda MD, USA) 
(http://www.ncbi.nih.gov) y el motor de búsqueda MASCOT 
(http://www.matrixscience.co.uk/), teniendo en cuenta los siguientes parámetros: masas 
monoisotópicas, hasta dos sitios de corte consecutivos de la tripsina fallidos, tolerancia 
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de masa de 100 ppm y tres modificaciones variables, (Acet) (acetilación del extremo N-
terminal), C* (cisteína carbamidometilada) y Mox (metionina sulfóxido).  
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Comparación de los geles 2-DE analíticos y preparativos 
 
Antes de proceder al estudio mediante MALDI-TOF de ambas fracciones 
potencialmente diferenciadoras (NDK y PRVBs), la fracción de proteínas sarcoplásmicas 
de cada una de las especies fue resuelta en geles 2-DE preparativos. Estos geles fueron 
especialmente preparados para poder llevar a cabo el posterior análisis mediante MS. Se 
utilizaron geles con un porcentaje bajo de acrilamida (10%), con la finalidad de permitir 
que la proteasa utilizada durante la digestión, penetrase más fácilmente en el gel, un 
tampón de electroforesis Tris-tricina, para mejorar la resolución de las proteínas con 
menor Mr y por último, una tinción más compatible con el posterior análisis por MS, 
utilizando CBB. En la Figura 54 se muestra el mapa 2-DE analítico y el preparativo, 
equivalente para la misma especie. Se puede apreciar cómo a pesar de haber cargado 
algo más de 2,5 veces más cantidad de proteína en el segundo caso (ver epígrafe 2.6 del 
Capítulos I y el epígrafe 2.1 del Capítulo II), la sensibilidad de la técnica es menor, por lo 
que algunos spots observados en los geles de analíticos no pudieron ser visualizados en 
los geles 2-DE preparativos. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 54. Gel 2-DE analítico (izquierda) y preparativo (derecha) para M. hubbsi. 
 
14,0 
20,1 
30,0 
45,0 
66,0 
97,0 
Mr 
(kDa) 
3,75 4,55 5,20 5,85 6,55 
pI pI 
14,0 
20,1 
30,0 
45,0 
66,0 
97,0 
(kDa) 
6,55 3,75 4,55 5,20 5,85 
Mr 
Capítulo II   ___________________________________________        __________ ___ 
162 
Se comparó cualitativamente la reproducibilidad de ambas separaciones, 
comprobándose así que ambos patrones eran totalmente reproducibles y que los valores 
de pI y Mr eran totalmente idénticos. Las imágenes de los geles 2-DE preparativos, para 
cada una de las regiones potencialmente diferencidoras (NDKs y PRVBs), se muestran en 
las Figuras 55 y 56. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 55. Región de las NDKs resueltas en los geles 2-DE preparativos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 56. Región de las PRVBs resueltas en los geles 2-DE preparativos. 
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3.2. Análisis mediante MALDI-TOF de la primera fracción potencialmente 
diferenciadora (NDKs) 
 
Después de la separación de las proteínas sarcoplásmicas mediante 2-DE 
preparativa, los spots mayoritarios de cada una de las NDK (N1-N13), fueron recortados, 
digeridos en gel con tripsina y analizados mediante MS MALDI-TOF. Para incrementar la 
reproducibilidad del método, se analizaron 5 réplicas por spot, a partir de los 3 individuos 
representativos de cada especie. De esta forma se estudiaron un total de 15 espectros 
por especie, a partir de un total de 195 espectros de masas. La lista completa de las 
masas observadas para cada uno de los spots, se muestra en la Tabla A1 del Anexo 
electrónico de esta tesis. Un resumen de las masas más características se presenta en la 
Tabla 18. 
El método PMF permite obtener la información adecuada, si la proteína a 
identificar está disponible en las bases de datos. Desafortunadamente, para el caso de 
los recursos pesqueros, apenas existe información disponible sobre las NDKs. De hecho, 
solamente están descritas 23 secuencias de NDKs para todo el grupo de Teleósteos, 
ninguna de las cuales perteneciente a ninguna especie de la familia Merlucciidae 
(Septiembre 2007, UniProtKB). Los resultados obtenidos mediante PMF, revelaron la 
coincidencia de varias masas con las de péptidos trípticos de ciertas NDKs presentes en 
algún Teleósteo, o en otros organismos en general.  Así siete masas coincidieron con 
péptidos correspondientes a la NDK B del Teleósteo Gillichthys mirabilis 
(Q9DFL9_GILMI/Q9DFL9, UniProtKB) (Gracey y col., 2001); otras dos con péptidos de la 
NDK de la cepa MIT 9313 de la cianobacteria Prochlorococcus marinus 
(NDK_PROMM/Q7V425, UniProtKB) (Rocap y col., 2003), otra con la NDK del tiburón 
Scyliorhinus torazame (Q9YI35_SCYTO/Q9YI35, UniProtKB) (Kim y Cho, 1998) y por 
último, otra contenida en la secuencia de la NDK de Xenopus laevis 
(NDKA1_XENLA/P70010, UniProtKB) (Ouatas y col., 1996). Estos resultados corroboraron 
la identificación de estos spots como la nucleósido difosfato quinasa, de acuerdo a lo 
descrito por otros autores (Piñeiro y col., 2001).  
Las secuencias identificadas para cada una de las especies, fueron a continuación 
alineadas con la secuencia de la NDK disponible en las bases de datos que presentó más 
homología con ellas y que correspondió, a la secuencia de las NDK B de Gillichthys 
mirabilis, formada por 149 aminoácidos (Figura 57), y no frente a la NDK A de rata 
(NDKA_RAT/Q05982, UniProtKB), como se había puntualizado previamente en otros 
trabajos (Piñeiro y col., 2001). Como se puede observar, los resultados obtenidos 
muestran un recubrimiento reducido, confirmando la existencia de amplias zonas donde 
pueden existir variaciones aminoacídicas entre las distintas especies. 
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Todos los spots de las NDKs (N1-N13) presentaron un total de ocho picos 
comunes (Tabla 18), de los cuales solamente los correspondientes a las masas 1819,76 
Da y 1835,58 Da (Figura 58a), coincidieron con masas de los péptidos trípticos de las 
NDKs incluidas en las bases de datos. Estas masas corresponden a la misma secuencia, 
con una metionina en sus estados reducido y oxidado, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 58. Regiones informativas de los mapas peptídicos obtenidos mediante MALDI-TOF de los 
spots digeridos con tripsina de las NDK. a) Picos comunes para todas las especies (1819,76 Da, 
1835,58 Da). b y c) Picos específicos para todo el género Merluccius (1397,64 Da) o para todo el 
género Macruronus (1411,64 Da y 1344,66 Da) y para todas las NDK de las merluzas euroafricanas 
(1330,66 Da). d) Pico especifico para las merluzas americanas (788,56 Da). e) Pico específico para 
la especie M. bilinearis (1774,97 Da). 
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Asimismo, los espectros también mostraron varios picos que eran selectivos de 
cada género. Solamente uno de ellos era común a todas las especies del género 
Merluccius: 1397,64 Da (Figura 58b). Cuatro, estaban presentes en ambas subespecies 
del género Macruronus, 1023,66 Da, 1411,64 Da (Figura 58b), 1344,76 Da (Figura 58c) 
y 1990,04 Da. Además, entre las especies pertenecientes al género Merluccius, también 
se obtuvieron algunas diferencias, que permitieron realizar una división tentativa de 
todas las merluzas analizadas en dos grandes grupos: merluzas euroafricanas, por la 
presencia de un pico específico a 1330,66 Da (Figura 58c), y merluzas americanas, por la 
presencia de dos picos específicos de 788,56 Da (Figura 58d) y 1760,60 Da. Finalmente 
citar también dos picos con una m/z de 1774,97 Da (Figura 58e) y 1807,03 Da, 
específicos para la especie de merluza M. bilinearis. En resumen, el análisis por MALDI-
TOF de los distintos spots de NDKs (N1-N13), proporcionó una serie de picos o péptidos 
específicos para claramente diferenciar entre (i) merluzas (Merluccius) y granaderos 
(Macruronus), (ii) merluzas euroafricanas de las merluzas americanas y (iii) la especie de 
merluza M. bilinearis del resto de especies de la familia Merlucciidae. Estos datos han 
permitido elaborar el diagrama de flujo discriminativo que aparece en la Figura 59. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Diagrama de flujo representado aquellas masas (m/z) de las NDK obtenidas por 
MALDI-TOF que permiten la clasificación de las distintas especies de la familia Merlucciidae.
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3.3. Análisis mediante MALDI-TOF de la segunda fracción potencialmente 
diferenciadora (PRVBs) 
 
De igual forma que para las NDKs, después de la separación de las proteínas 
sarcoplásmicas en los geles 2-DE preparativos, todos los spots correspondientes a las 
distintas parvalbúminas (P1-P40) fueron cortados, digeridos en gel con tripsina y 
analizados mediante MALDI-TOF MS. La lista completa de masas observadas para cada 
uno de los spots de PRVBs, se presenta en las Tablas A2-A4 del Anexo electrónico de 
esta tesis. Un resumen de las masas más representativas se recoge en las Tablas 20-22. 
Como en el caso anterior, existe muy poca información disponible en las bases de 
datos sobre parvalbúminas de la familia Merlucciidae. De hecho, y aunque existen 59 
secuencias de parvalbúminas para todo el grupo de los Teleósteos (UniProtKB), 
únicamente dos de ellas pertenecen a la familia Merlucciidae: la parvalbúmina β de M. 
merluccius (PRVB_MERME/P02620, UniProtKB) (Capony y col., 1973) y la parvalbúmina β 
de M. bilinearis (PRVB_MERBI/P56503, UniProtKB) (Revete y col., 1997). 
Los resultados obtenidos del análisis por MALDI-TOF indican que las isoformas de 
parvalbúminas con mayor pI (4,30-4,57), y que previamente habían sido denominadas 
mediante 2-DE como Parvalbúminas A (PRVB_A), presentaron un mayor grado 
homología con la secuencia descrita en las bases de datos para la parvalbúmina β de la 
especie M. merluccius (PRVB_MERME/P02620, UniProtKB) (Capony y col., 1973) (Figura 
60). Por otra parte, el grupo de las isoformas denominadas previamente como 
Parvalbúminas B (PRVB_B), con un pI comprendido entre (4,05-4,30), mostraron cierto 
grado de homología con la parvalbúmina β de M. bilinearis (PRVB_MERBI/P56503, 
UniProtKB) (Revete y col., 1997) (Figura 61). Finalmente, un tercer grupo de isoformas, 
denominadas previamente como Parvalbúminas C (PRVB_C), y correspondientes a los 
spots con menor pI (3,75-4,09), no presentaron ninguna homología frente a las 
parvalbúminas de la familia Merlucciidae, pero sí con la secuencia descrita en las bases 
de datos para la parvalbúmina β del abadejo de Alaska (Theragra chalcogramma) 
(Q90YK8_THECH/Q90YK8, UniProtKB) (Van Do y col., 2005) (Figura 62). 
El mayor porcentaje de cobertura observado para el grupo de las PRVB_A, en 
comparación con el del grupo de las PRVB_B y PRVB_C, indica la existencia de zonas de 
mayor variabilidad aminoacídica en estas dos últimas, por lo que las presupone como 
más susceptibles para ser utilizadas para el propósito que nos ocupa. 
Como cabría esperar, el spot P1 de la especie M. merluccius presentó un 100% de 
homología frente a la secuencia PRVB_MERME ya descrita en las bases de datos (Tabla 
19). Curiosamente, el spot P4 de M. capensis también presentó un 100% de homología, 
indicando que ambas especies aún siendo especies diferentes y habitando distintas 
latitudes -M. merluccius es europea y M. capensis es sudafricana-, comparten la misma 
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isoforma de esta parvalbúmina. Asimismo el spot P7 de M. senegalensis, presentó 
también una gran homología (94,4%), con las anteriores. De igual forma, el resto de los 
spots de este primer grupo de PRVB_A, presentaron altas similitudes (62,9-71,3%) 
frente a la secuencia PRVB_MERME, excepto los spots pertenecientes a las subespecies 
del género Macruronus (P35, P38), que mostraron únicamente un 14,8% de 
recubrimiento de secuencia. 
Como se puede observar en la Tabla 19, todos los spots correspondientes al grupo 
de las parvalbúminas homólogas con la secuencia PRVB_MERBI, evidenciaron un grado 
variable de similitud, entre un 42,6% (P2, P5, P8 y P11) y un 61,1% (P14). Cabe 
destacar que el spot P33, correspondiente a la especie M. bilinearis, aunque presenta 
cierta homología frente a la secuencia PRVB_MERBI, esta no llega a más del 54,6%, por 
lo que se puede presuponer que ambas isoformas (la descrita y la observada), son 
diferentes.  
Finalmente cada una de las especies de merluza objeto de estudio, presentaron 
un spot perteneciente a un tercer grupo de parvalbúminas, conocidas como PRVB_C, que 
no mostraron homología con las secuencias de parvalbúminas descritas para las especies 
de la familia Merlucciidae, pero sí, en un rango variable comprendido entre el 3,7 % (P3, 
P6, P9, P12) y el 23,1% (P22, P25, P29, P32, P34), con la parvalbúmina β del abadejo de 
Alaska (Theragra chalcogramma), descrita en las bases de datos.  
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Tabla 19. Homología entre los datos experimentales obtenidos mediante MALDI-TOF y 
las PRVBs disponibles en las bases de datos. 
 
Especie 
 o subespecie 
Spot pI 
Péptidos 
coincidentes 
Recubrimiento 
secuencia (%) 
Homología con la PRVB β de M. merluccius (PRVB_MERME) 
 PRVB_A    
M. merluccius P1 4,53 37 100,0 
M. capensis P4 4,55 39 100,0 
M. senegalensis P7 4,55 32 94,4 
M. polli P10 4,51 26 69,4 
M. paradoxus P13 4,51 24 63,8 
M. hubbsi P16 4,57 18 69,4 
M. gayi P19 4,56 18 69,4 
M. australis polylepis P23 4,30 22 62,9 
M. australis australis P26 4,51 23 68,5 
M. australis australis P27 4,30 21 68,5 
M. productus P30 4,51 23 71,3 
Ma. nov. nov. P35 4,51 3 14,8 
Ma. nov. magellanicus P38 4,51 3 14,8 
 Homología con la PRVB β de M. bilinearis (PRVB_MERBI) 
 PRVB_B    
M. merluccius P2 4,19 12 42,6 
M. capensis P5 4,20 14 42,6 
M. senegalensis P8 4,20 14 42,6 
M. polli P11 4,19 12 42,6 
M. paradoxus P14 4,16 12 61,1 
M. hubbsi P17 4,30 6 46,3 
M. gayi P20 4,27 9 54,6 
M. gayi P21 4,20 7 50,9 
M. australis polylepis P24 4,14 14 60,2 
M. australis australis P28 4,14 18 60,2 
M. productus P31 4,29 14 50,0 
M. bilinearis P33 4,23 21 54,6 
Ma. nov. nov. P36 4,05 13 50,0 
Ma. nov. magellanicus P39 4,05 13 50,0 
  Homología con la PRVB β de Theragra chalcogramma (Q90YK8_THECH) 
 PRVB_C    
M. merluccius P3 4,02 1 3,7 
M. capensis P6 3,95 1 3,7 
M. senegalensis P9 3,92 1 3,7 
M. polli P12 3,84 1 3,7 
M. paradoxus P15 3,79 3 18,5 
M. hubbsi P18 4,09 3 17,6 
M. gayi P22 3,78 3 23,1 
M. australis polylepis P25 3,98 5 23,1 
M. australis australis P29 3,98 4 23,1 
M. productus P32 4,23 5 23,1 
M. bilinearis P34 3,98 6 23,1 
Ma. nov. nov. P37 3,75 4 21,3 
Ma. nov. magellanicus P40 3,75 4 21,3 
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3.4. Identificación de las masas de PRVB diferenciales 
 
En la Tabla 20 se muestran el total de las 35 masas seleccionadas obtenidas para 
todas las isoformas de PRVB_A, que presentaron cierto grado de homología con la 
PRVB_MERME. De entre ellas solo una, con una m/z de 1210,5 Da, fue compartida por 
todas las isoformas de PRVB_A (Figura 63a). El análisis mediante MALDI-TOF para este 
grupo de isoformas mostró varios picos selectivos de género, siete de ellos presentes en 
todas las especies del género Merluccius y diez en ambas subespecies del género 
Macruronus (se pueden observar algunos ejemplos significativos en las Figuras 63b y 
63d). Además, los espectros de M. merluccius, M. capensis y M. senegalensis 
evidenciaron un pico específico a 1193,50 Da, el cual no está presente en el resto de 
especies del género Merluccius (Figura 63c). Por el contrario, en las restantes especies 
de este mismo género, exceptuando a la especie M. productus (P30) junto con la especie 
M. merluccius (P1), se observó un pico a 1179,50 Da, que está ausente en las especies 
M. capensis y M. senegalensis. La diferencia de 14 Da entre estas dos masas, podría 
estar justificada por la sustitución de un solo aminoácido en la secuencia. Por último, 
cabe destacar también un pico de 865,32 Da, presente en todas las especies del género 
Merluccius, exceptuando ambas subespecies de M. australis (P23, P26, P27) (Figura 
63d), para las que podían observarse en dos de sus spots (P23 y P27), un pico a 1471,54 
Da, específico para las mismas (Figura 63e). 
En la Tabla 21 se reúnen las masas y las secuencias tentativas para las PRVB_B. 
Un total de cuatro masas son comunes a todas las especies de merluzas y merluzas de 
cola, una de las cuales (m/z 1082,15 Da) se puede observar en la Figura 63f. 
Adicionalmente, los espectros obtenidos por MALDI-TOF para esta isoforma de 
parvalbúminas, mostraron una serie de masas específicas que pueden discernir entre 
ambos géneros. Así en la Figura 63g, se muestra un ejemplo para el género Merluccius y 
en la Figura 63h, para el genero Macruronus. Por otro lado, dentro de este grupo de 
isoformas se pueden encontrar una serie de picos específicos (Tabla 21), como puede ser 
el caso del correspondiente a la masa m/z 1275,17 Da, que solamente está presente en 
las especies M. hubbsi (P17), M. gayi (P20, P21), M. australis polylepis (P24), M. australis 
australis (P28), M. bilinearis (P33) y en ambas subespecies del género Macruronus (P36, 
P39). Por el contrario, los espectros obtenidos por MALDI-TOF pusieron de manifiesto un 
pico específico a 1230,97 Da, que está presente en el resto de especies: M. merluccius 
(P2), M. capensis (P5), M. senegalensis (P8), M. polli (P11), M. paradoxus (P14) y M. 
productus (P31). Del mismo modo que para el caso de las PRVB_A, estas diferencias en 
masas pueden indicar sustituciones de un solo aminoácido en sus secuencias. Destacar 
también un péptido único de 1588,29 Da específico para la especie M. bilinearis y que 
podría ser utilizado para diferenciar esta especie del resto (Figura 63i). Así, los péptidos 
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que podrían ser homólogos a este último, podrían ser el de 1602,25 Da para las 
merluzas, y el de 1619,80 Da para los granaderos. Finalmente algunas otras diferencias 
interesantes pueden ser observadas con masas de 1906,98 Da, 1934,55 Da, 1945,26 Da, 
1959,23 Da.  
En la Tabla 22, se reúnen las masas obtenidas mediante MALDI-TOF para las 
distintas isoformas homólogas a la PRVB β del abadejo de Alaska y denominadas como 
PRVB_C. De entre ellas, cabe destacar la presencia de un solo péptido común a todas las 
especies estudiadas (541,81 Da), y de un segundo pico a 1529,49 Da específico para 
todas las merluzas americanas (P18, P22, P25, P29, P32 y P34). 
En la Figura 64 se presenta esquemáticamente un diagrama de flujo, que permite 
la clasificación y diferenciación sistemática de todas las especies pertenecientes a la 
familia Merlucciidae a partir de los datos obtenidas mediante MALDI-TOF. Las masas 
utilizadas para esta clasificación pertenecen a las dos isoformas más informativas, la 
PRVB_A (sin recuadro) y la PRVB_B (con recuadro). Como se muestra en el diagrama, es 
claramente posible una inequívoca diferenciación entre ambos géneros. Sin embargo con 
los datos disponibles, no fue posible lograr la distinción entre ambas subespecies de 
granaderos. Por otra parte, las especies pertenecientes al género Merluccius pueden ser 
bien clasificadas en dos grandes grupos atendiendo a su distribución geográfica: 
merluzas americanas y merluzas euroafricanas. Aquí hay que puntualizar que el péptido 
que permite esta diferenciación, perteneciente a las PRVB_B, muestra que este tipo de 
isoformas evolutivamente están influenciadas por esa segregación geográfica. Además, y 
dentro de esos dos grupos, la presencia o ausencia de determinados picos, hace posible 
la identificación de ciertas especies individualmente, exceptuando la diferenciación entre 
ambas subespecies de M. australis; la de M. hubbsi de M. gayi; y la de M. capensis de M. 
senegalensis. 
Como se puede comprobar después de la lectura de este capítulo, los resultados 
obtenidos mediante MALDI-TOF definen toda una serie de picos o marcadores 
moleculares peptídicos, pertenecientes a ambas fracciones diferenciadoras (NDK y 
PRVB), que debido a la especificidad encontrada, permiten mediante el análisis por 
MALDI-TOF MS, una rápida e inequívoca identificación de las distintas especies 
integrantes de la familia Merlucciidae. Adicionalmente, las diferencias peptídicas 
encontradas indican la existencia de sustituciones aminoacídicas en sus secuencias, lo 
cual resulta cuanto menos interesante para su posterior caracterización y secuenciación, 
mediante equipos de espectrometría de masas en tándem, tal y como se evidencia en el 
siguiente capítulo de esta tesis. 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
C
ap
ít
u
lo
 I
I  
                        F
ig
u
ra
 6
3
.  
R
eg
io
n
es
 i
n
fo
rm
at
iv
as
 d
e 
lo
s 
m
ap
as
 p
ep
tí
d
ic
o
s 
o
b
te
n
id
o
s 
m
ed
ia
n
te
 M
A
LD
I-
T
O
F 
d
e 
lo
s 
sp
o
ts
 d
ig
er
id
o
s 
co
n
 t
ri
p
si
n
a 
d
e 
la
s 
PR
V
B
_
A
 y
 P
R
V
B
_
B
. 
 
P
1
 
  P
4
 
  P
7
 
  
P
1
0
 
  P
1
3
 
  
P
2
3
 
  
P
2
6
 
  
P
2
7
 
  
P
3
0
 
  
P
3
5
 
  P
3
8
 
m
/z
 
1
2
0
0
 
1
1
9
0
 1
1
9
3
,5
 
1
1
9
5
,5
 
c)
 
P
R
V
B
_
A
 
M
. 
m
er
lu
cc
iu
s 
M
. 
ca
p
en
si
s 
M
. 
p
o
lli
 
M
. 
p
ar
ad
o
xu
s 
M
. 
h
u
b
b
si
 
M
. 
g
ay
i 
M
. 
au
st
ra
lis
 p
o
ly
le
p
is
 
M
. 
au
st
ra
lis
 a
u
st
ra
lis
 
M
. 
p
ro
d
u
ct
u
s 
M
a.
 n
o
v.
 n
o
v.
 
M
a.
 n
o
v.
 m
ag
el
la
n
ic
u
s  
1
2
0
0
 
m
/z
 
a)
 
1
2
2
0
 
M
. 
au
st
ra
lis
 a
u
st
ra
lis
 
  
P
1
9
 
  
P
1
6
 
M
. 
se
n
eg
a
le
n
si
s 
1
0
5
0
 
1
0
3
0
 1
0
3
4
,5
 
1
0
4
8
,5
 
m
/z
 
b
) 
8
8
0
 
8
6
0
 
8
7
7
,4
 
m
/z
 
d
) 
1
5
0
0
 
m
/z
 
1
4
7
1
,5
 
1
4
5
0
 
e)
 
P
2
0
 
P
2
8
 
P
3
6
 
1
0
9
0
 
P
2
 
P
8
 
P
1
1
 
P
1
4
 
P
1
7
 
P
2
1
 
P
2
4
 
P
3
1
 
P
3
3
 
P
3
9
 
1
0
8
0
 
1
0
8
2
,6
 
f)
 
P
R
V
B
_
B
 
M
. 
m
er
lu
cc
iu
s 
M
. 
ca
p
en
si
s 
M
. 
p
o
lli
 
M
. 
p
ar
ad
o
xu
s 
M
. 
h
u
b
b
si
 
M
. 
g
ay
i 
M
. 
au
st
ra
lis
 p
o
ly
le
p
is
 
M
. 
au
st
ra
lis
 a
u
st
ra
lis
 
M
. 
p
ro
d
u
ct
u
s 
M
a.
 n
o
v.
 n
o
v.
 
M
a.
 n
o
v.
 m
ag
el
la
n
ic
u
s  
M
. 
b
ili
n
ea
ri
s 
M
. 
g
ay
i 
M
. 
se
n
eg
a
le
n
si
s 
P
5
 
1
2
0
0
 
1
2
0
8
,1
 
1
2
2
0
 
g
) 
1
6
1
9
,8
 1
6
1
5
 
1
6
3
0
 
h
) 
1
5
8
8
,7
 
1
5
8
0
 
1
5
9
0
 
i)
 
1
2
1
0
,5
 
8
6
5
,3
 
m
/z
 
m
/z
 
m
/z
 
m
/z
 
C
ap
ít
u
lo
 I
I_
 _
_
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
_
_
_
_
_
_
_
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
                       Fi
g
u
ra
 6
4
. 
D
ia
g
ra
m
a 
d
e 
fl
u
jo
 r
ep
re
se
n
ta
n
d
o
 a
q
u
el
la
s 
m
as
as
 e
sp
ec
íf
ic
as
 (
m
/z
) 
o
b
te
n
id
as
 m
ed
ia
n
te
 M
A
LD
I-
T
O
F,
 q
u
e 
p
er
m
it
en
 l
a 
cl
as
if
ic
ac
ió
n
 d
e 
la
s 
es
p
ec
ie
s 
p
er
te
n
ec
ie
n
te
s 
a
 l
a 
fa
m
ili
a 
M
er
lu
cc
iid
ae
. 
La
s 
m
as
as
 e
n
 r
ec
u
ad
ro
 p
er
te
n
ec
en
 a
 l
a 
P
R
V
B
_
B
 y
 l
as
 d
em
ás
, 
a
 l
as
 P
R
V
B
_
A
. 
(S
) 
d
en
o
ta
 l
a 
p
re
se
n
ci
a 
d
e 
u
n
a 
p
ar
ti
cu
la
r 
m
as
a 
y 
(N
) 
la
 a
u
se
n
ci
a.
 
1
0
3
4
,5
 
 
S
 
 G
é
n
e
ro
 M
e
rl
u
cc
iu
s 
S
 
N
 
1
9
3
4
,5
 
 M
e
rl
u
za
s 
e
u
ro
a
fr
ic
a
n
a
s 
M
. 
b
il
in
e
a
ri
s 
S
 
M
. 
a
u
st
ra
li
s 
p
o
ly
le
p
is
 o
 
M
. 
a
u
st
ra
li
s 
a
u
st
ra
li
s 
 M
e
rl
u
za
s 
a
m
e
ri
ca
n
a
s 
N
 
S
 
N
 
M
. 
m
e
rl
u
cc
iu
s 
S
 
N
 
S
 
S
 
N
 
M
. 
p
a
ra
d
o
x
u
s  
S
 
N
 
M
. 
p
ro
d
u
ct
u
s 
M
. 
h
u
b
b
si
 o
 
M
. 
g
a
y
i 
 
 G
é
n
e
ro
 M
a
cr
u
ro
n
u
s 
 M
a
. 
n
o
v
. 
n
o
v
. 
o
 
M
a
. 
n
o
v
. 
m
a
g
e
ll
a
n
ic
u
s 
S
 
N
 
N
 
N
o
 f
a
m
il
ia
 
M
e
rl
u
cc
ii
d
a
e
 
1
0
4
8
,5
 
1
9
5
9
,2
 
1
1
9
5
,5
 
1
9
4
5
,3
 
1
5
8
8
,3
 
1
4
7
1
,5
 
1
2
3
0
,9
 
N
 
M
. 
ca
p
e
n
si
s 
o
 
M
. 
se
n
e
g
a
le
n
si
s 
M
. 
p
o
ll
i 
                                                                                                                 Capítulo II 
181   
4. CONCLUSIONES 
 
1. Los geles 2-DE preparativos de la fracción sarcoplásmica de las distintas especies 
estudiadas, evidenciaron patrones cualitativamente reproducibles en comparación 
con los geles analíticos, comprobándose así que los valores obtenidos tanto de pI 
como de Mr entre ambos tipos de separación, son totalmente idénticos. 
 
2. El análisis mediante MALDI-TOF de los digeridos trípticos de la primera fracción 
potencialmente diferenciadora, corrobora la previa identificación de los mismos 
como la especie proteica nucleósido difosfato quinasa (NDK). Los resultados 
obtenidos presentaron una mayor homología con la NDK B de 149 aminoácidos, 
descrita para la especie del Teleósteo Gillichthys mirabilis 
(Q9DFL9_GILMI/Q9DFL9). 
 
3. La información obtenida mediante el análisis por MS tipo MALDI-TOF para los 
diferentes spots de NDKs (N1-N13), puso de manifiesto la existencia de una serie 
de picos o péptidos que permiten la diferenciación entre: (i) merluzas (Merluccius) 
y granaderos (Macruronus), (ii) merluzas euroafricanas de las americanas y (iii) la 
especie M. bilinearis, del resto de especies de la familia Merlucciidae. 
 
4. Los resultados procedentes del análisis por MALDI-TOF para la segunda fracción 
potencialmente diferenciadora (PRVB), confirman la existencia de tres isoformas 
distintas de acuerdo a los resultados previamente observados mediante 2-DE: (i) 
parvalbúminas A (PRVB_A) con un pI (4,30-4,57) y una mayor homología con la 
parvalbúmina β de la especie M. merluccius (PRVB_MERME/P02620), (ii) 
parvalbúminas β (PRVB_B) con un pI (4,05-4,30) y una mayor homología con la 
parvalbúmina β de M. bilinearis (PRVB_MERBI/P56503), y (iii) parvalbúminas C 
(PRVB_C) con un pI (3,75-4,09), y una mayor homología con la parvalbúmina β 
del abadejo de Alaska (Theragra chalcogramma) (Q90YK8_THECH/Q90YK8). 
 
5. Los spots P1 (M. merluccius) y P4 (M. capensis) de las PRVB_A, presentaron un 
100% de homología frente a la secuencia PRVB_MERME, indicando que ambas 
especies, aún procedentes de zonas geográficas distantes, comparten la misma 
isoforma. Sin embargo, el spot P33 de M. bilinearis correspondiente al grupo de 
las PRVB_B, presentó una homología del 54,6% frente a la secuencia de la 
parvalbúmina β de la misma especie, por lo que se puede presuponer que tanto la 
isoforma descrita como la observada son diferentes. 
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6. Las masas diferenciales obtenidas mediante MALDI-TOF para las isoformas de 
parvalbúmina PRVB_A y PRVB_B permiten claramente: (i) una diferenciación 
inequívoca entre ambos géneros de merluza (Merluccius y Macruronus), (ii) una 
clasificación de las mismas en dos grandes grupos, atendiendo a su distribución 
geográfica (merluzas americanas o euroafricanas) y (iii) dentro de ambos grupos, 
la presencia o ausencia de determinadas masas peptídicas también permiten la 
identificación de ciertas especies (M. bilinearis, M. productus, M. merluccius, M. 
paradoxus, M. polli), excepto en el caso de ambas subespecies de M. australis, 
entre M. hubbsi y M. gayi, y entre M. capensis y M. senegalensis. 
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CAPÍTULO III 
APROXIMACIÓN CLÁSICA DE LA PROTEÓMICA 
BOTTOM-UP 
Secuenciación de novo mediante espectrometría de masas en 
tándem para la caracterización de las proteínas diferenciadoras de 
las principales especies comerciales de la familia Merlucciidae 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
En el presente capítulo y continuando con la estrategia marcada por la 
aproximación clásica de la Proteómica Bottom-Up, se describe la caracterización de 
ambas fracciones diferenciadoras (NDK y PRVBs), mediante el análisis y secuenciación de 
sus péptidos utilizando MS/MS. Para ello se analizaron de forma automática los digeridos 
peptídicos de ambas fracciones utilizando un sistema LC-ESI-IT-MS/MS. Cuando fue 
necesario, también se recurrió al análisis individual de determinados espectros de 
fragmentación utilizando para ello una fuente de ionización tipo nanospray. Dichos 
espectros de fragmentación -obtenidos mediante CID-, se interpretaron e identificaron 
mediante PFF (Peptide Fragmentation Fingerprint) utilizando programas de búsqueda 
apropiados como el SEQUEST, a partir de la comparación de los espectros de 
fragmentación obtenidos, frente a los espectros teóricos producto de la digestión in silico 
de las proteínas contenidas en las bases de datos. 
No obstante, la escasa representación en las bases de datos de las secuencias de 
NDKs y PRVBs pertenecientes a la familia Merlucciidae, hizo que frecuentemente se 
tuviera que recurrir a la secuenciación de novo de forma manual y/o automática de los 
espectros de fragmentación. Así se compararon los resultados obtenidos mediante el 
motor de búsqueda SEQUEST y los obtenidos mediante los programas de secuenciación 
de novo PEAKS y DeNovoX. La laboriosa interpretación manual de la mayoría de los 
espectros de fragmentación se realizó con la ayuda de los programas de secuenciación de 
novo PEAKS y DeNovoX y fundamentalmente gracias al programa en desarrollo PARSEQ 
4 cedido por los investigadores F. Maroto y J. Vázquez del CBMSO-CSIC de Madrid. 
La exhaustiva caracterización y secuenciación de ambos grupos de proteínas 
diferenciadoras, permitió definir una serie de secuencias peptídicas específicas para 
determinadas especies o grupo de especies, que puedan resultar útiles como 
biomarcadores o dianas específicas para el diseño de nuevas herramientas de 
identificación. 
El conocimiento de la estructura primaria de todas las NDKs y de todas las PRVBs 
de la familia Merlucciidae, además de ser un resultado de gran interés para la anotación 
y recopilación de nuevos registros para las bases de datos, permite además la realización 
de predicciones de la estructura tridimensional de dichas proteínas, así como la 
realización de estudios de índole filogenético entre los miembros de dicha familia. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Digestión de proteínas en gel con endoproteinasa Glu-C de Staphylococcus 
aureus V8 
 
Además de la digestión con tripsina, ampliamente utilizada a lo largo de este 
trabajo, ciertos spots de interés fueron también digeridos en gel con endoproteinasa Glu-
C de Staphylococcus aureus V8, también conocida como proteasa V8. Para ello, los spots 
fueron cortados de los geles 2-DE preparativos en condiciones estériles, de igual forma 
que para el procedimiento descrito previamente de digestión en gel con tripsina (ver 
epígrafe 2.2 del Capítulo II). Seguidamente las piezas de gel cortadas en piezas 
menores, fueron lavadas con 50 µL de agua MilliQ dos veces (2x10 min en agitación). 
Tras retirar el líquido del último lavado, las piezas de gel fueron deshidratadas con 50 µL 
de acetonitrilo dos veces (2x10 min en agitación) y posteriormente se secaron a vacío en 
un speed-vac (Christ). Posteriormente, fueron rehidratadas durante 10 min a 
temperatura ambiente con 1 µg/mL de endoproteinasa Glu-C de Staphylococcus aureus 
V8 (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA), disuelta en 50 mM de tampón fosfato 
sódico pH 7,5 hasta un volumen final de 20 µL. Después del paso de rehidratación, la 
muestra se incubó a 37ºC durante 16-24 h. 
 
2.2. Identificación de péptidos mediante cromatografía líquida capilar acoplada 
a espectrometría de masas en tándem en un equipo electrospray-trampa iónica 
(LC-ESI-IT-MS/MS)  
 
Los digeridos peptídicos fueron analizados online mediante LC-ESI-IT-MS/MS, 
utilizando un sistema de LC HPLC modelo SpectraSystem P4000 (Thermo Fisher 
Scientific, San José, Ca, USA), acoplado a un equipo de MS trampa iónica tridimensional 
modelo LCQ Deca XP Plus (Thermo Fisher Scientific), trabajando con una fuente de 
microspray. De esta forma, el extracto peptídico obtenido de la digestión se retiró de las 
piezas de gel y se secó a vacío en un speed-vac (Christ). Posteriormente, se resuspendió 
la muestra en 25 µL de ácido acético al 5%, se sonicó con ultrasonidos 5 min y se 
inyectaron 10 µL de la misma en el equipo LC-MS. La separación cromatográfica fue 
realizada en una columna capilar de fase reversa tipo BioBasic C18 (0,18 mm x 150 mm) 
(Thermo Fisher Scientific), utilizando un gradiente lineal del 5% al 60% del componente 
B de la fase móvil durante 90 min, a un flujo de trabajo de 1,5-1,7 µL/min (fase móvil A: 
0,5% de ácido acético (v/v); fase móvil B: 80% acetonitrilo (v/v) en 0,5% ácido acético 
(v/v)). Para la electronebulización se estableció una diferencia de potencial de 3,5 kV 
entre la salida del capilar y la entrada del espectrómetro de masas, aplicándose un flujo 
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de N2 de 10 (unidades arbitrarias) para favorecer la ionización. La temperatura del 
capilar se fijó en 200ºC. Los péptidos fueron detectados realizando el seguimiento Triple 
Play que consiste en la sucesión de los siguientes tres eventos: 1) un barrido completo 
(Full Scan) de 400 a 1600 amu (3 µscans), en el que mediante el modo de trabajo “Data-
Dependent”, se seleccionaron los iones de mayor intensidad a los que se le realizó, 2) un 
barrido de alta resolución (Zoom Scan) (5 μscans) y 3) un evento de MS/MS (5 μscans), 
utilizando un ancho de aislamiento de 3 amu y una energía de colisión normalizada de un 
35%. Los picos elegidos para ser fragmentados fueron excluidos durante 3 min, antes de 
ser fragmentados de nuevo utilizando el procedimiento de exclusión dinámica (DE, 
Dynamic Exclusion). Los iones monocargados fueron descartados para su posterior 
análisis mediante MS/MS.  
 
2.3. Identificación de péptidos mediante MS/MS en modo nanospray (nESI-IT-
MS/MS) 
 
El análisis mediante nESI-IT-MS/MS fue realizado offline utilizando una trampa 
iónica tridimensional modelo LCQ Deca XP Plus, equipada con una interfase de 
nanospray. El extracto peptídico fue sometido previamente a un proceso de limpieza, 
desalado y concentración, a través de microcolumnas C18 tipo ZipTip (Millipore Co., 
Bedford, MA, USA). Los péptidos de interés se eluyeron con 5-10 µL de 70% MeOH/0,5% 
CH3COOH. Con posterioridad, 2-5 µL de esta disolución se cargaron en un nanocapilar de 
borosilicato (PicoTips, New Objective, Woburn, MA, USA), con un orificio de salida de 1 
µm. Los parámetros del instrumento se ajustaron durante el análisis, utilizando un 
voltaje de spray de 0,8-1,2 kV y una temperatura del capilar de desolvatación de 150ºC. 
La anchura de la ventana de selección del ión precursor fue de 3 amu y la energía de 
colisión, se ajustó para cada uno de los iones fragmentados dentro de un rango de 35-
45%, dependiendo del estado de carga del ión precursor. Para cada péptido estudiado se 
obtuvo un barrido de alta resolución (ZoomScan) y otro de fragmentación o espectro 
MS/MS, promediando la señal alrededor de 1 min. 
 
2.4. Procesamiento de los datos obtenidos mediante MS/MS 
 
Los espectros de fragmentación se analizaron utilizando el motor de búsqueda 
SEQUEST (Bioworks Browser 3.1 package, Thermo Fisher Scientific), frente a la base de 
datos no redundante NCBInr. Para la realización de las búsquedas se tuvieron en cuenta 
una serie de parámetros: masas monoisotópicas, hasta dos sitios de corte consecutivos 
de la enzima fallidos, tolerancia de masa del ión precursor de ±1,8 Da y de ±0,8 Da para 
los iones fragmento y tres modificaciones variables, (Acet) (acetilación del extremo N-
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terminal), C* (cisteína carbamidometilada) y Mox (metionina sulfóxido). Además se 
indicó el tipo de enzima utilizada (tripsina o proteasa V8). En el caso de la protesa V8, 
además, se apuntó que esta enzima fue utilizada empleando un tampón fosfato sódico, 
de forma que la digestión peptídica se produjo después de los residuos de Asp y Glu. Los 
espectros obtenidos fueron confirmados manualmente para evitar falsos positivos. 
Cuando no se consiguió una adecuada identificación del péptido, se procedió a su 
secuenciación de novo mediante interpretación manual de las series de iones fragmento, 
con ayuda de los programas bioinformáticos de secuenciación de novo, PEAKS Studio 4.2 
(Bioinformatics Solutions, Waterloo, Ontario, Canadá) y DeNovoX (Thermo Fisher 
Scientific). 
Las condiciones de análisis para el programa PEAKS Studio 4.2 fueron las 
siguientes: elección de la carga del péptido (+1, +2, +3) según el caso; una tolerancia 
de masa del ión parental y de los fragmentos de 0,3-0,5; la selección de tripsina o Glu-C 
(fosfato) como enzimas, según el caso; el uso de la trampa iónica como instrumento y la 
definición de tres posibles modificaciones variables, C* (cisteína carboximetilada), Mox 
(metionina oxidada) y (Acet) (acetilación del extremo N-terminal). Los parámetros para 
el programa DeNovoX fueron: elección de la carga del péptido (+1, +2, +3) según el 
caso; una tolerancia de masa del ión parental y de los fragmentos de 0,3-0,5; la 
utilización o no de tripsina según el caso; y la definición de tres posibles modificaciones 
variables C*(cisteína carboximetilada), Mox (metionina oxidada) y (Acet) (acetilación del 
extremo N-terminal). 
Los espectros de fragmentación fueron también analizados mediante el programa 
en desarrollo PARSEQ 4, cedido por los investigadores F. Maroto y J. Vázquez del CBMSO 
de Madrid. Los parámetros utilizados fueron los siguientes: LCQ como instrumento; 
tripsina como enzima; búsqueda tanto de péptidos modificados, como de péptidos que 
presenten algún sitio obviado por la tripsina; el establecimiento de límites de masa para 
las modificaciones de ±300; y una tolerancia para el ión precursor de 0,5 Da.  
 Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante estudios de homología 
realizando una búsqueda por BLAST (Basic Local Aligment Tools): Blastp; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ (Altschul y col., 1990), utilizando para ello la base 
de datos NCBInr. 
 
2.5. Marcaje enzimático con 18O 
 
Los spots de interés procedentes de los geles 2-DE preparativos teñidos con CBB 
se cortaron en piezas menores, se lavaron con H2O MilliQ y se deshidrataron dos veces 
con 50 µL de acetonitrilo durante 5 min. Después de incubar las piezas de gel 20 min con 
acetonitrilo, se secaron en un speed vac y se les añadieron 20 µL de la disolución 
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preparada de la tripsina (Sequencing grade; Promega) (0,5 µg), en bicarbonato amónico 
12,5 mM. Las muestras se incubaron en hielo con tripsina durante 1,5 h y pasado este 
tiempo, sin retirar la disolución anterior, se añadieron 10 µL de bicarbonato amónico 12,5 
mM. A continuación las muestras se incubaron a 37ºC durante toda la noche. Pasado 
este tiempo se traspasaron los sobrenadantes a tubos limpios, se acidificaron con 1 µL de 
ácido fórmico 25% (v/v) y se secaron en un speed vac. A continuación se añadió 
nuevamente tripsina (10 µL), a una concentración de 10 ng/µL en acetato amónico 100 
mM pH 6,75, se dejó secar en un speed vac y se añadieron 2 µL de acetonitrilo. El 
marcaje enzimático de los péptidos se realizó añadiendo a continuación 8 µL de H218O 
(95%, Sigma-Aldrich) e incubando las muestras a 37ºC durante 48 h. El marcaje se paró 
con la adicción de ácido fórmico hasta una concentración final de un 1% (v/v). 
Las muestras se secaron de nuevo en un speed vac y se analizaron mediante LC-
ESI-IT-MS/MS, en un espectrómetro de masas con una trampa iónica tridimensional. La 
separación se realizó en una columna de fase reversa C18 BioBasic de 0,18 mm x 150 
mm (Thermo Fisher Scientific), trabajando a un flujo de 1,5 µL/min. Los péptidos fueron 
eluidos en un gradiente largo de 135 min de 5 a 60% de la disolución B (disolución A: 
0,1% ácido acético (v/v); disolución B: 80% acetonitrilo (v/v) en 0,1% ácido fórmico 
(v/v)). El análisis fue realizado en modo Triple Play, con una apertura para el Zoom Scan 
de 12 Da, para permitir la monitorización de la envoltura isotópica 16O/18O tanto de 
péptidos con carga +2 o +3. Los péptidos monocargados se excluyeron del análisis. Los 
parámetros utilizados fueron los siguientes: Full Scan (3 µscans), Zoom Scan (10 
µscans), MS/MS (3 µscans), una energía de colisión normalizada al 35% y una exclusión 
dinámica de 3 min. 
La identificación de los péptidos y proteínas se realizó utilizando la base de datos 
NCBInr utilizando el motor de búsqueda SEQUEST. Los parámetros de búsqueda 
utilizados incluyeron una tolerancia en la masa del ión precursor de 2 Da y de 0,8 Da 
para los iones fragmento. Se definió la carbamidometilación de las Cys como 
modificación fija, y las Lys y Arg + 4 Da y la oxidación de Met, como modificaciones 
variables. 
  
2.6. Análisis filogenético de las secuencias proteicas obtenidas 
 
Las secuencias aminoacídicas obtenidas fueron analizadas mediante los programas 
CLUSTAL W (Thompson y col., 1994) y BioEdit (Hall, 1999). Las distancias entre las 
secuencias y los árboles filogenéticos, se construyeron empleando la matriz de 
distancias, utilizando el método UPGMA del programa computacional MEGA 4.0 (Tamura 
y col., 2007). El test estadístico del árbol filogenético fue realizado mediante Bootstrap 
(Felsenstein, 1985; Nei y Kumar, 2000), utilizando 1.500 réplicas de remuestreo. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Análisis mediante MS/MS de los péptidos obtenidos por digestión de la 
fracción de las NDKs 
 
Para la secuenciación y caracterización de los péptidos de las distintas NDKs, los 
digeridos trípticos de dichos spots (N1-N13), fueron analizados de forma totalmente 
automática, utilizando un sistema LC-ESI-IT-MS/MS. Este análisis fue realizado utilizando 
el modo de funcionamiento inteligente de la trampa iónica denominado Triple Play, 
durante el cual, a lo largo de toda la separación cromatográfica, se obtuvieron tres tipos 
de espectros: (i) un espectro de barrido completo denominado Full Scan, donde están 
representados todos los compuestos que son ionizados en un preciso instante, (ii) un 
espectro de barrido de alta resolución denominado Zoom Scan, centrado en el ión más 
intenso del Full Scan y finalmente, (iii) un espectro de fragmentación MS/MS mediante 
CID del ión seleccionado y resuelto en el Zoom Scan. A lo largo de todo este 
procedimiento, se utilizó una exclusión dinámica (DE) de tres minutos, de tal forma que 
cada ión una vez fragmentado, era excluido temporalmente, -durante tres minutos-, de 
la posibilidad de ser fragmentado sucesivamente, permitiendo así la fragmentación de 
otros iones de menor intensidad (Figuras 65 y 66). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 65. Esquema del modo de trabajo Triple Play. (DE) exclusión dinámica. 
 
Trabajando en modo Triple Play, la trampa iónica tridimensional adquirió datos 
con una velocidad lo suficientemente alta, como para permitir la adquisición de un 
promedio de unos 450 espectros de fragmentación a lo largo de un cromatograma de 
135 min. Este número resultó suficiente como para producir espectros de MS/MS para la 
amplia mayoría de péptidos contenidos en cada muestra. 
 
 
 
Full Scan 
Zoom Scan 
MS/MS DE 
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Figura 66. Ejemplo del funcionamiento Triple Play de la trampa iónica para un digerido tríptico 
del spot N1 correspondiente a la NDK de M. merluccius. A) Cromatograma de la separación 
peptídica mediante HPLC-RP. B) Espectro de barrido completo Full Scan en el minuto 43,39. C) 
Espectro de alta resolución Zoom Scan del ión doblemente cargado con una m/z de 665,8. D) 
Espectro de fragmentación MS/MS del ión m/z 665,8. 
 
Los espectros de alta resolución Zoom Scan, permitieron la determinación de la 
carga del ión y de la masa molecular monoisotópica del péptido correspondiente. Los 
equipos de MS con suficiente resolución, permiten determinar la envoltura isotópica de 
un péptido debida a los diferentes isótopos de los elementos que lo conforman (C, H, N, 
O, y S). En la Figura 66C se muestra el Zoom Scan de un péptido con carga doble, donde 
el pico monoisotópico presenta una m/z de 665,8. Como la diferencia de masa entre los 
distintos isótopos, debida fundamentalmente a la presencia de 13C en las moléculas 
orgánicas, es de una unidad, la presencia de isótopos con una diferencia en m/z de 0,5 
corresponde, lógicamente, a un compuesto con carga +2. De igual forma, para un 
péptido de triple carga, la diferencia entre sus isótopos sería de 0,33 Th (1,0 Da dividido 
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entre 3), y así sucesivamente. De esta forma, conocida la carga del péptido, la masa 
molecular monoisotópica Mr del mismo se calcularía aplicando la siguiente fórmula: 
 
Mr=(m/zmono x z)-z 
 
 En el presente trabajo se observaron iones de una, dos, tres y hasta cuatro 
cargas, siendo los doblemente cargados los más frecuentes. La fragmentación de iones 
doblemente cargados da lugar a espectros de fragmentación fácilmente interpretables, al 
mismo tiempo que proporciona una longitud de secuencia peptídica bastante informativa. 
Para la secuenciación y caracterización de cada una de las NDKs se analizaron, 
mediante LC-ESI-IT-MS/MS cinco réplicas por spot, partiendo de los tres individuos de 
referencia de cada una de las especies. Se estudiaron y compararon por tanto, un total 
de 195 muestras.  
La amplia mayoría de los péptidos se detectaron entre los minutos 28 y 83 del 
cromatograma, con un promedio de unos 105 espectros de fragmentación por muestra 
correspondientes a secuencias peptídicas. A partir del minuto 85, se detectaron 
numerosas e intensas señales monocargadas, producto de la fragmentación de los 
contaminantes orgánicos retenidos con la muestra (Figura 67). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 67. Cromatograma de 135 min obtenido después del análisis mediante LC-ESI-IT-MS/MS 
a partir del digerido tríptico del spot N1 de M. merluccius. La región A) señala la zona del 
cromatograma donde eluyen mayor número de compuestos, la B) donde eluyen la mayoría de los 
péptidos y la C) donde eluyen los contaminantes orgánicos. 
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Cada uno de los resultados obtenidos mediante LC-ESI-IT-MS/MS fue analizado 
posteriormente utilizando el motor de búsqueda SEQUEST (Eng y col., 1994; Yates y col., 
1995; McCormack y col., 1997). Este algoritmo descriptivo extrae un conjunto de 
péptidos candidatos a partir de una determinada base de datos, utilizando para ello el 
valor de la masa del ión parental y la especificidad de ruptura de una determinada 
proteasa. Así correlaciona los espectros de fragmentación experimentales, con los 
espectros de fragmentación teóricos resultantes de los productos de la digestión in silico 
de las proteínas contenidas en las bases de datos. Sin embargo, debido a que en las 
bases de datos solo estaban descritas 23 secuencias de NDKs para todo el grupo de los 
Teleósteos, ninguna de ellas pertenecientes a miembros de la familia Merlucciidae 
(Septiembre 2007, Uniprot), las búsquedas debieron ser realizadas utilizando la base de 
datos general y no redundante, NCBInr, actualizada para la fecha.  
Con el fin de validar las secuencias peptídicas obtenidas mediante SEQUEST, éstas 
fueron reordenadas en función de su valor de XCorr. Este parámetro define la función de 
correlación cruzada para cada espectro de fragmentación, en base a la calidad de la 
coincidencia entre los valores experimentales y teóricos. Este valor es una medida 
independiente de la base de datos utilizada, pero depende de la calidad del espectro de 
masas y de la calidad del ajuste al modelo experimental (Eng y col., 1994). Comúnmente 
se asume que los valores de XCorr por encima de 1,5 para péptidos de una sola carga, y 
por encima de 2,0 para los de carga múltiple, son indicativos de una buena correlación y 
por tanto de una correcta asignación peptídica (Link y col., 1999). En el presente trabajo 
se seleccionaron como asignaciones correctas, aquellas secuencias candidatas que 
mostraron un XCorr≥1,5, para el caso de los péptidos con una sola carga, un XCorr≥2,0 
para los péptidos con dos cargas y un XCorr≥2,5, para los de tres o más cargas.  
Otro parámetro interesante que proporciona el SEQUEST es el ΔCn. Este valor 
indica la diferencia normalizada entre la correlación cruzada encontrada para la primera y 
la segunda de las secuencias candidatas, para un mismo espectro. Este valor depende 
del tamaño de la base de datos, de los parámetros elegidos en la búsqueda y de la 
presencia de homologías entre las secuencias de la base de datos. Es un parámetro 
menos decisivo que el XCorr, pero en cierta medida ayuda a la discriminación entre 
secuencias candidatas homólogas. En el presente trabajo, se seleccionaron aquellas 
asignaciones con un valor de ΔCn>0,1 (Washburn y col., 2001). 
SEQUEST también ofrece otros parámetros de puntuación menos definitorios, 
como puede ser el caso del Sp (puntuación preliminar en base al número de iones del 
espectro MS/MS que coinciden con los datos experimentales), del RSp (ranking de la 
secuencia candidata dentro de la puntuación Sp) y el número de iones b/y coincidentes. 
Anderson y col. (2003), demostraron que estos parámetros pueden ayudar a la 
discriminación entre secuencias candidatas, pero que no son tan definitorios como el 
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XCorr y el ΔCn. En el trabajo que aquí se presenta, la asignación de secuencias 
candidatas correctas para cada uno de los péptidos fragmentados, se basó 
principalmente en los valores de XCorr y ΔCn y de forma secundaria y/o complementaria, 
recurriendo a estos últimos. Asimismo, todos los espectros de fragmentación fueron 
comprobados meticulosamente de forma manual, siguiendo cada una de las series de 
iones producto de la fragmentación mediante CID. 
En la Tabla 23 se muestran todas las secuencias peptídicas que mediante 
SEQUEST, presentaron valores de XCorr y ΔCn por encima de los valores previamente 
descritos. Del total de estos 13 péptidos, 12 fueron encontrados previamente por MALDI-
TOF, habiéndoles asignado a 11 de ellos la misma secuencia mediante PMF. SEQUEST 
permitió identificar un total de 10 péptidos coincidentes con la NDK B del pez Gillichthys 
mirabilis (Q9DFL9_GILMI/Q9DFL9, UniProtKB) (Gracey y col., 2001), 2 péptidos 
coincidentes con la NDK de la cepa MIT 9313 de la cianobacteria Prochlorococcus marinus 
(NDK_PROMM/Q7V425, UniProtKB) (Rocap y col., 2003) y un péptido coincidente con la 
NDK del sapo Xenopus laevis (NDKA1_XENLA/P70010, UniProtKB) (Ouatas y col., 1996). 
Al igual que con los datos de MALDI-TOF, la secuenciación de las distintas NDK, 
dio lugar a una cobertura parcial de sus secuencias cuando se compararon los resultados 
experimentales, con los obtenidos de la fragmentación in silico de las proteínas 
contenidas en las bases de datos (Figura 68). Esta cobertura fue demasiado reducida, 
entre un 15,43% y un 32,88%, debido posiblemente a la falta de información disponible 
en las bases de datos para las NDKs de la familia Merlucciidae. A pesar de ello, las 
regiones parcialmente secuenciadas permitieron definir una serie de secuencias 
específicas para determinadas especies, como puede ser el caso de las secuencias 
NIIHGSDTLENAK (1411,71 Da) y TFIAIKPDGVQR (1344,76 Da), presentes solamente en 
ambas especies del género Macruronus. Por otro lado, el escaso recubrimiento 
encontrado, indica la existencia de amplias regiones, donde posiblemente existan 
variaciones aminoacídicas en las secuencias. Por tanto, los resultados obtenidos 
mediante LC-ESI-IT-MS/MS, fueron nuevamente analizados teniendo que recurrir en esta 
ocasión a distintos procedimientos de secuenciación de novo. 
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3.2. Secuenciación de novo de los péptidos de las distintas NDKs 
 
A partir de los datos de MS/MS y búsqueda mediante SEQUEST, solamente fueron 
identificados un total de 13 péptidos para las distintas NDKs. La amplia mayoría de los 
espectros adquiridos no presentaron una clara identificación, a pesar de que un gran 
número de ellos eran espectros de buena calidad. Este problema podría ser atribuible 
principalmente, a que los péptidos fragmentados pueden corresponder a secuencias de 
NDKs todavía no registradas en las bases de datos. No obstante, hay que tener presente 
también las posibles mutaciones genéticas, PTMs no esperadas y no incluidas en los 
motores de búsqueda, así como posibles errores en las secuencias incluidas en las bases 
de datos. Por ello, la estrategia a seguir se fundamentó en la secuenciación de novo de 
los péptidos a partir de la interpretación directa de sus espectros de fragmentación, sin 
recurrir a la búsqueda en las bases de datos, basándose para ello de una serie de reglas 
que cumplen los iones peptídicos cuando son fragmentados mediante CID 
(Papayannopoulos, 1995; Shevchenko y col., 1997). De esta forma, todos los espectros 
de MS/MS que no lograron una clara identificación, se secuenciaron de novo mediante 
dos tipos de programas automáticos: el PEAKS Studio 4.2 (Bioinformatic Solutions) (Ma y 
col., 2003) y el DeNovoX (Thermo Fisher Scientific). Las secuencias candidatas fueron 
minuciosamente analizadas en función de su valor probabilístico, grado de homología 
utilizando BLAST y mediante una laboriosa supervisión manual.  
Aquellos espectros de MS/MS ambiguos o difíciles de secuenciar de novo –tanto 
de forma manual como automáticamente-, fueron nuevamente adquiridos offline, 
utilizando para ello una fuente de ionización tipo nanospray. Además de la alta 
sensibilidad y bajo consumo que se consigue con esta técnica, el trabajo offline permite 
un trabajo más participativo por parte del analista, capaz de ajustar en cada momento 
las mejores condiciones para cada muestra. Asimismo, la capacidad de acumulación de 
iones de la trampa iónica, permite también la acumulación de una gran cantidad de iones 
precursores en su interior, cuya fragmentación puede dar lugar a una cantidad suficiente 
de iones fragmento, como para obtener un buen espectro de fragmentación. Del mismo 
modo, la información obtenida anteriormente mediante MALDI-TOF, fue utilizada para 
fragmentar a ciegas ciertos péptidos que no habían sido fragmentados mediante LC-ESI-
IT-MS/MS. 
En la Tabla 24 se exponen los resultados más representativos de la secuenciación 
de novo de los péptidos trípticos correspondientes a las NDKs, utilizando para ello el 
programa de secuenciación de novo PEAKS Studio 4.2. La información completa de estos 
resultados se recoge en el Anexo electrónico de esta tesis (Tabla A11). En ambas Tablas 
se muestran las tres primeras secuencias con mayor probabilidad, asignadas para el 
mismo espectro de fragmentación. El programa PEAKS Studio 4.2 también permite 
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reconocer las probabilidades parciales de ciertos aminoácidos en la secuencia, utilizando 
para ello un determinado código de colores (Rojo>90%; Violeta=90-80%, Azul=80-60% 
y Negro<60%). Los resultados obtenidos mediante este programa dieron lugar a un total 
de 91 secuencias tentativas (Tabla 24), de entre las cuales el 25,3% (23 secuencias), 
correspondieron a péptidos que presentaron cierto grado de homología, -mediante 
BLAST-, con otras NDKs descritas en las bases de datos (Gillichthys mirabilis, Arabidopsis 
thaliana, Danio rerio, Tetraodon nigroviridis, etc) (Tabla A11, en verde). En la Figura 69 
se muestra como ejemplo, los resultados de la secuenciación de novo del espectro de 
fragmentación del ión doblemente cargado 699,30, utilizando el programa PEAKS Studio 
4.2. Debido a la imposibilidad de distinción entre los aminoácidos isobáricos (Ile/Leu) y 
(Gln/Lys), por presentar masas idénticas (113,084 Da) o muy similares (128,058 Da y 
128,094 Da) respectivamente, la asignación de uno u otro residuo fue realizada en 
función del aminoácido presente en esa posición, en la secuencia de otras NDKs 
contenidas en las bases de datos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 69. Secuenciación de novo mediante PEAKS del ión doblemente cargado 699,30.  
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Por otra parte, los resultados obtenidos mediante el programa de secuenciación 
de novo DeNovoX, se recogen completamente en la Tabla A18 del Anexo electrónico. Un 
resumen de los péptidos más representativos se muestra en la Tabla 25. Asimismo, en 
ambas Tablas se presentan las tres secuencias candidatas con mayor probabilidad. Las 
probabilidades parciales de ciertos aminoácidos, fueron indicadas manualmente a partir 
de los resultados obtenidos para las distintas secuencias parciales, utilizando el mismo 
código de colores que proporciona el programa PEAKS (Rojo>90%; Violeta=90-80%, 
Azul=80-60% y Negro<60%). Por otra parte, aquellos aminoácidos introducidos 
mediante corchetes, indican que los aminoácidos pueden presentarse en distinta 
orientación en la secuencia. Del total de las 91 secuencias tentativas, el 25,3% (23 
secuencias), correspondieron a péptidos pertenecientes a secuencias homólogas a otras 
NDKs presentes en las bases de datos (Tabla A18, en verde). En la Figura 70 se muestra 
el resultado de aplicar el programa DeNovoX al ión doblemente cargado 699,30. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 70. Secuenciación de novo del ión doblemente cargado 699,30 mediante DeNovoX. (En 
amarillo se indica la primera secuencia completa). 
 
Todas las secuencias obtenidas mediante ambos programas de secuenciación de 
novo que resultaron ser homólogas a otras NDKs contenidas en las bases de datos, 
fueron minuciosamente comprobadas mediante la interpretación manual de sus espectros 
de fragmentación (Figura 71). Así de las 23 secuencias homólogas obtenidas mediante 
PEAKS, 13 de ellas (14,28%) fueron consideradas como secuencias correctas, después 
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de su comprobación manual, mientras que de las 23 secuencias homólogas obtenidas 
mediante DeNovoX, 12 (13,18%) fueron consideradas como válidas (Tabla 25 y Tabla 
A18, en amarillo). De todas estas secuencias correctas, 8 de ellas (8,8%) fueron 
identificadas mediante ambos programas de secuenciación de novo. Como se puede 
observar, los resultados obtenidos mediante ambos programas de secuenciación de novo 
son equivalentes, ya que proporcionan aproximadamente el mismo número y porcentaje 
tanto de secuencias homólogas, como de secuencias correctas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 71. Interpretación manual del ión doblemente cargado 699,30. 
 
Sin embargo, la amplia mayoría de los espectros de fragmentación, un total de 73 
secuencias (70,87%), fueron correctamente identificados a partir de su interpretación 
manual. Este largo y laborioso procedimiento fue realizado con la ayuda de la 
información de la secuenciación parcial obtenida a partir de los programas de 
secuenciación de novo y, fundamentalmente, gracias al programa en desarrollo PARSEQ 
4, cedido amablemente por los investigadores F. Maroto y J. Vázquez del Laboratorio de 
Química de Proteínas y Proteómica del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa de 
Madrid (CBMSO-CSIC) (Tabla A25 y Tabla 26). Este programa a diferencia de los 
anteriores, tiene como principal finalidad la identificación y localización de PTMs, a partir 
de la comparación de los resultados experimentales con las secuencias presentes en las 
bases de datos. En el presente trabajo resultó ser muy útil para la identificación y 
localización de sustituciones aminoacídicas puntuales. Para las búsquedas mediante 
PARSEQ 4, se creó una base de datos especial donde se incluyeron todas las secuencias 
de NDK descritas en las bases de datos, junto con todas las secuencias de proteínas que 
podrían actuar como posibles contaminantes (queratinas, tripsina, BSA, etc). El análisis 
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dio lugar a un gran número de secuencias (19%), con más de un 90% de recubrimiento 
aminoacídico correcto y a un 12,33% de secuencias con un 70-90% de recubrimiento. 
Este alto grado de concordancia, en comparación con el obtenido mediante los anteriores 
programas de secuenciación, facilitó en cierta medida la interpretación manual de dichos 
espectros de fragmentación. En la Figura 72 se muestra un ejemplo de realización de 
PARSEQ 4, en comparación con los otros. 
 
PEAKS Studio 4.2                                   DeNovoX 
Resultado PEAKS Studio 4.2    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PARSEQ 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 72. Resultados mediante PEAKS, DeNovoX y PARSEQ 4 para el ión 1043,30 (+2).
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Hay que señalar que la puntuación del tratamiento probabilístico del programa 
PARSEQ 4, funciona de manera inversa al cálculo que realizan los anteriores programas 
de secuenciación, ya que PARSEQ 4 cuantifica la probabilidad de que la secuencia 
candidata pueda ser asignada al azar. Así, un valor muy pequeño es indicativo de que 
esa secuencia difícilmente puede ser asignada aleatoriamente, indicando, por tanto, que 
dicha secuencia puede ser considerada como correcta. 
En el ejemplo anterior (Figura 72) el resultado mediante PARSEQ 4 dio lugar a la 
siguiente secuencia: __S___FAMVWEG|-57.8293|__IV_. El valor indicado entre barras 
localiza la posición y el valor de la diferencia de masa entre la secuencia experimental y 
la registrada en las bases de datos. En este caso, esta diferencia de masa fue indicativa 
de que el residuo de Asn (114,04 Da) contenido en la secuencia original, presenta en la 
obtenida experimentalmente, una reducción de una masa de -57,8293 Da, indicando por 
tanto que en ese punto de la secuencia, existe una sustitución de un residuo de Asn por 
uno de Gly (57,02 Da).  
Comparando los distintos métodos de identificación y secuenciación para el grupo 
de las NDK (Figura 73), se pudo observar cómo el conjunto de péptidos identificados 
mediante búsqueda frente a las bases de datos, proporcionó solamente la identificación 
de un 12,62% (13 secuencias) (Figura 73). Sin embargo, el 87,38% de los péptidos de 
NDK (90 secuencias), fueron identificados mediante distintos procedimientos de 
secuenciación de novo. De los 90 péptidos no identificados mediante los motores de 
búsqueda, 13 de ellos fueron asignados a una secuencia correcta con posterior 
comprobación manual, utilizando el programa de secuenciación de novo PEAKS, mientras 
que 12 lo fueron con el programa DeNovoX. Finalmente, y dentro de la secuenciación de 
novo, la interpretación manual de los espectros de fragmentación fue el procedimiento 
que dio lugar a un mayor número de secuencias peptídicas identificadas, ascendiendo a 
un total de 73. Este procedimiento fue facilitado en cierta medida por los resultados de la 
secuenciación parcial obtenida mediante los programas PEAKS y DeNovoX, pero 
fundamentalmente se logró utilizando el prototipo en desarrollo PARSEQ 4.  
En definitiva, la laboriosa interpretación manual de todos los espectros de 
fragmentación permitió: (i) la comprobación de los resultados obtenidos mediante 
SEQUEST, (ii) la verificación de los resultados derivados de la secuenciación de novo de 
forma automática, y finalmente, (iii) permitió la secuenciación de novo de todos los 
espectros de fragmentación que no habían sido identificados ni secuenciados mediante 
los anteriores procedimientos, gracias a la información parcial obtenida mediante ambos 
programas de secuenciación de novo y al prototipo en desarrollo PARSEQ 4. 
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Figura 73. Comparación de los distintos métodos de identificación y secuenciación para las NDK. 
En el interior de los círculos se indica el número de secuencias peptídicas identificadas o 
secuenciadas según el procedimiento utilizado. En el círculo correspondiente a la interpretación 
manual, dicha interpretación fue asistida por distintos programas, cuyos resultados de 
recubrimiento proteico correcto se indican en distintos colores.  
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La Tabla A29 del Anexo electrónico de esta tesis, muestra la información completa 
de la secuenciación de todos los spots de NDK. Un resumen de las secuencias más 
representativas se muestra en la Tabla 27. Se obtuvieron un total de 103 secuencias 
aminoacídicas, 17 de las cuales fueron coincidentes con secuencias previamente 
asignadas por PMF y 73 masas encontradas previamente mediante MALDI-TOF. 
Desafortunadamente, no todos los picos observados previamente por MALDI-TOF dieron 
lugar a un espectro de fragmentación fácilmente interpretable en su totalidad. Por ello 
tres de estos péptidos fueron parcialmente secuenciados, indicando entre paréntesis el 
valor de los residuos no secuenciados. El péptido secuenciado de mayor tamaño, 
correspondió a una secuencia de 25 aminoácidos y el menor, a una de cuatro 
aminoácidos. 
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3.3. Alineamiento de todas las secuencias de las NDKs 
 
Las secuencias identificadas para las distintas NDKs fueron alineadas con la 
secuencia disponible en las bases de datos que presentó mayor homología con ellas, la 
NDK B del pez “chupalodo maravilla” Gillichthys mirabilis (Q9DFL9_GILMI/Q9DFL9 
UniProtKB) (Gracey y col., 2001), de 149 aminoácidos (Figura 74). 
Las NDKs son unas enzimas altamente conservadas a través de la evolución,  con 
más de un 40% de homología entre procariotas y eucariotas (Lacombe y col., 1990; 
Muñóz-Dorado y col., 1990; Kimura y col., 2000). En animales superiores, las NDKs 
están codificadas por varios genes, conocidos como genes nm23 (nonmetastatic 23), en 
base a su función como inhibidores de las metástasis en tumores (Lacombe y col., 2000). 
En el genoma humano han sido identificados ocho genes nm23, siendo los más 
estudiados los conocidos como nm23-H1 y nm23-H2 (Lacombe y col., 2000). Estos genes 
codifican las cadenas polipeptídicas NDK A y NDK B, respectivamente. Ambas secuencias 
se componen aproximadamente de unos 150 residuos, tienen un Mr de 10-16 kDa y un 
alto grado de similitud entre ellas, en torno a un 88%. Sin embargo su pI es diferente, 
debido a varias sustituciones en ciertos residuos ácidos de las secuencias de las NDK A, 
por otros residuos básicos en las secuencias de las NDK B. 
En general, en eucariotas estas enzimas son homohexámeros, mientras que en 
varios procariotas son homotetrámeros (Janin y col., 2000). Sin embargo, tanto en los 
tetrámeros como en los hexámeros, el sitio activo de las NDKs es estructuralmente 
semejante y en la mayoría de los casos, los residuos involucrados son totalmente 
idénticos (Lascu y col., 2000). 
El grado de homología entre las NDKs de las merluzas estudiadas y la NDK B de 
Gillichthys mirabilis (Q9DFL9) no varió mucho: un 72,48% (108/149 residuos) para las 
merluzas euroafricanas, un 71,81% (107/149 residuos) para la especie M. bilinearis, un 
71,14% (106/149 residuos) para las merluzas americanas y un 69,79% (104/149 
residuos) para ambas subespecies del género Macruronus. Como veremos en el siguiente 
epígrafe, las pequeñas diferencias encontradas bien podrían ser utilizadas como buenos 
biomarcadores para la clasificación y distinción de dichas especies en diferentes grupos. 
El análisis de las secuencias mostró un total de 25 sitios polimórficos, en 
comparación con la secuencia de la NDK B de Gillichthys mirabilis. De entre ellos, un total 
de 9 correspondieron a sitios polimórficos con dos posibles variantes. 
Aunque en las NDK de otras especies se han encontrado PTMs tales como la 
fosforilación, la glicosilación y la proteólisis (Bominnar y col., 1994), los resultados 
expuestos hasta el momento solo permitieron la identificación de tres tipos diferentes de 
PTMs: la acetilación del extremo N-terminal de la cadena polipeptídica, la oxidación de 
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ciertos residuos de Met y Trp en la secuencia y la hidroxilación de ciertos residuos de Lys 
y Trp. 
De acuerdo a los resultados obtenidos en el Capítulo I, los spots de NDKs fueron 
específicamente reconocidos por la tinción para fosfoproteínas Pro-Q Diamond, sin 
embargo los resultados obtenidos mediante MS/MS, no mostraron ningún péptido 
fosforilado. Todos los espectros de fragmentación fueron analizados exhaustivamente 
buscando entre sus iones fragmento, pérdidas neutras de 98 Da (HOPO3) y 80 Da 
(PO3H). Además se realizaron búsquedas mediante SEQUEST, indicando como 
modificación variable la suma de 80 Da para los residuos de Ser, Thr, Tyr e His. Esta 
última incluida, debido a que es bien conocido que estas fosfotransferasas realizan su 
función involucrando a un residuo intermediario de His. Posiblemente la falta de 
identificación de péptidos fosforilados pueda ser debida a la labilidad de esta modificación 
y a que, en general, la ionización de péptidos fosforilados en más pobre que la de 
aquellos péptidos sin fosforilar, debido fundamentalmente a su baja abundancia.  
Por otra parte, todas las NDKs correspondientes a las merluzas americanas (spots 
N6-N11), presentaron como aminoácido N-terminal una Met acetilada. En este caso el 
residuo Met en la posición P1, según la nomenclatura de Schechter (Schechter y Bergen, 
1967), no fue eliminado por la metionina aminopeptidasa. Este resultado es esperable 
para todas aquellas secuencias cuya Met inicial esté seguida por Glu, ya que las cadenas 
laterales largas en la segunda posición de una proteína, previenen de la actividad de la 
metionina aminopeptidasa, manteniendo la Met como aminoácido inicial en el extremo N-
terminal de la proteína madura (Frottin y col., 2006). Al mismo tiempo, la N-acetilación 
del residuo P1’ confiere a las proteínas resistencia a la degradación, lo cual supodría un 
verdadero problema si se intentase secuenciar dichas proteínas mediante degradación de 
Edman, ya que su extremo N-terminal se encuentra bloqueado por una acetilación. Estos 
resultados fueron idénticos a la predicción teórica realizada con el programa TermiNator 
disponible en Internet www.isv.cnrs-gif.fr/terminator2/index.html (Meinnel y col., 2005). 
Del total de péptidos secuenciados, 36 contenían en su secuencia una o más Met o 
Trp oxidados. Es difícil determinar si esta oxidación es realmente una modificación 
postraduccional o bien, es consecuencia de la manipulación previa de la muestra. Esta 
última posibilidad puede ser la más probable, ya que prácticamente todos los péptidos 
oxidados también pudieron ser detectados en la forma no oxidada. 
Finalmente, la hidroxilación de los residuos de Lys y Trp es una PTM poco común, 
irreversible y que normalmente determina el tiempo de vida de la proteína en una célula. 
Se encarga de señalizar a la maquinaria de la ubiquitilación, que dicha proteína debe ser 
destruida en el proteosoma. 
Las secuencias obtenidas para todas las NDKs de la familia Merlucciidae fueron 
ingresadas en la base de datos Uniprot Knowledgebase, la cual asignó a cada una de 
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ellas un número de accesión. En la Tabla 28 se recogen el listado de las secuencias y sus 
correspondientes números de acceso. 
 
Tabla 28. Número de accesión en la base de datos Uniprot Knowledgebase para las distintas NDK 
secuenciadas. 
 
NDK Especie/Subespecie Nº Accesión UniProtKB 
N1 M. merluccius P85280 
N2 M. capensis P85281 
N3 M. senegalensis P85282 
N4 M. polli P85283 
N5 M. paradoxus P85284 
N6 M. hubbsi P85285 
N7 M. gayi P85286 
N8 M. australis polylepis P85287 
N9 M. australis australis P85288 
N10 M. productus P85289 
N11 M. bilinearis P85290 
N12 Ma. nov. nov. P85291 
N13 Ma. nov. magellanicus P85292 
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3.4. Identificación de los péptidos biomarcadores a partir de las NDKs 
 
La comparación de las secuencias obtenidas para las distintas NDKs, permitió la 
identificación de un conjunto de péptidos comunes y de otros diferenciales, que pueden 
ser considerados como potenciales péptidos biomarcadores para determinadas especies. 
En las Tabla 29 y 30 se muestra un resumen que contiene los principales péptidos 
comunes y diferenciales respectivamente, para las distintas NDKs en función de la 
especie. En aquellos casos en los que para la misma secuencia peptídica se observaron 
péptidos de distintas cargas y/o con distintas modificaciones, se seleccionaron aquellos 
péptidos de carga +2 que presentaron menos modificaciones. 
 
Tabla 29. Péptidos de las NDK comunes para todas las especies de la familia Merlucciidae. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*= carboximetilación. En rojo están indicados los aminoácidos diferenciales entre las secuencias de 
las NDK publicadas en las bases de datos y las obtenidas mediante secuenciación de novo. 
 
De entre todas las secuencias comunes para todas las especies estudiadas, el 
péptido GDFCINIGR, con un valor de m/z 497,76 (+2), fue seleccionado como el péptido 
representativo para toda la familia Merlucciidae. La elección de esta secuencia fue 
realizada en base a que las restantes secuencias comunes presentaron alguno de los 
siguientes inconvenientes: (i) existía más de un residuo aminoacídico capaz de ser 
modificado y dar lugar a la formación de péptidos distintos (i.e. GLC*GEVMoxK; 
DMoxPFYAGLC*K), (ii) la secuenciación no era completa (i.e. FIQP(468,4)MK), (iii) eran 
secuencias parciales de otros péptidos trípticos (i.e. VWEGEGIVK) o (iv) eran secuencias 
comunes a otras secuencias de otros organismos (i.e. MMLGETNPADSK; 
MMLGETNPADSKPGSIR). 
En la Figura 75 se muestra el espectro de fragmentación para el péptido de las 
NDK, representativo para toda la familia Merlucciidae. Su detección en una muestra 
puede ser indicativo de la presencia de alguna de las especies de esta familia. 
 
 
PÉPTIDOS COMUNES m/z (z) (M+H)+ Posición 
GLC*GEVMoxK 455,01 (+2)  909,41 16-23 
FIQP(468,4)MK 616,49 (+2) 1231,38 37-46 
DMPFYAGLC*K 601,10 (+2) 1201,53 54-63 
VWEGEGIVK 508,68 (+2) 1016,54 74-82 
MMLGETNPADSK 647,10 (+2) 1293,58 86-97 
MMLGETNPADSKPGSIR 902,68 (+2) 1803,87 86-102 
GDFCINIGR 497,76 (+2) 994,45 103-108 
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Figura 75. Espectro de MS/MS correspondiente al péptido de las NDK representativo para toda la 
familia Merlucciidae.   
 
Tabla 30. Péptidos diferenciales de las NDK en función de la especie. 
 
(Acet)=acetilación N-terminal. En rojo están indicados los aminoácidos diferenciales entre las distintas 
secuencias. M. merluccius (N1), M. capensis (N2), M. senegalensis (N3), M. polli (N4), M. paradoxus (N5), M. 
hubbsi (N6), M. gayi (N7), M. australis polylepis (N8), M. australis australis (N9), M. productus (N10), M. 
bilinearis (N11), Ma. nov. nov. (N12), Ma. nov. magellanicus (N13). 
  
Se puede observar cómo en el extremo N-terminal, existen varias secuencias 
diferenciales que podrían dar lugar principalmente a cuatro péptidos trípticos diferentes 
(Tabla 30). Así podemos destacar cómo en la posición P3 (P2’ según la nomenclatura de 
Schechter (Schechter y Bergen, 1967), existe una Gln característica de todas las 
merluzas americanas y una Lys, en esa misma posición, presente en todas las especies 
de merluza euroafricanas y en ambas subespecies del género Macruronus. De la misma 
manera, en la posición P6 (P5’ según Schechter) de las NDK, existe una Val para todas 
PÉPTIDOS DIFERENCIALES m/z (z) (M+H)+  Pos. Especie/Subespecie 
TFVAIKPDGVQR 665,80 (+2) 1330,74 1-15 Merluzas Euroafricanas (N1-N5) 
TFIAIKPDGVQR 672,80 (+2) 1344,76 4-15 Macruronus spp. (N12-N13) 
(Acet)MEQTFVAIKPDGVQR 880,01 (+2) 1760,93 4-15 Merluzas Americanas (N6-N10) 
(Acet)MEQTFIAIKPDGVQR 887,89 (+2) 1774,95 1-15 M. bilinearis (N11) 
QHYLDLK 306,05 (+3) 916,48 47-53 Merluzas Euroafricanas (N1-N5) y Macruronus spp. (N12-N13) 
HYLDLK 394,93 (+2) 788,43 48-53 Merluzas Americanas (N6-N11) 
YMSSGPVFAMVWEGEGIVK 1043,76 (+2) 2086,99 64-82 Merluccius spp. (N1-N11) 
YMASGPVFAMVWEGEGIVK 1035,98 (+2) 2071,00 64-82 Macruronus spp. (N12-N13) 
NIIHGSDTVENAK 699,30 (+2) 1397,70 112-124 Merluccius spp. (N1-N11) 
NIIHGSDTLENAK 706,30 (+2) 1411,71 112-124 Macruronus spp. (N12-N13) 
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las especies de merluza americanas y para el género Macruronus, mientras que para las 
merluzas euroafricanas y la especie M. bilinearis, existe una Ile. Estas pequeñas 
diferencias en estas dos posiciones de la secuencia dan lugar a varios péptidos trípticos 
diferenciales. Así el péptido con una m/z 665,8 (+2) (Figura 76a), correspondiente a la 
secuencia TFVAIKPDGVQR, está presente en todas las especies euroafricanas, mientras 
que el péptido tríptico con una m/z 672,80 (+2) (Figura 76b) y secuencia 
TFIAIKPDGVQR, es específico de ambas subespecies del género Macruronus. Asimismo, 
el valor m/z 887,89 (+2), correspondiente a la secuencia (Acet)MEQTFIAIKPDGVQR 
(Figura 76c), es específico de la especie M. bilinearis y el valor m/z 880,01, con la 
secuencia (Acet)MEQTFVAIKPDGVQR, es específico de todas las merluzas euroafricanas 
(Figura 76d). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 76. Espectros MS/MS correspondientes a los péptidos diferenciales TFVAIKPDGVQR, 
TFIAIKPDGVQR, (Acet)MEQTFIAIKPDGVQR, y (Acet)MEQTFVAIKPDGVQR, presentes en las NDK B 
de las merluzas euroafricanas (a), en el género Macruronus (b), en la especie M. bilinearis (c) y en 
el resto de merluzas americanas (d). (Acet): acetilación N-terminal. 
 
En otros puntos de las secuencias también se pueden encontrar claras diferencias 
que dan lugar a otros péptidos trípticos diferenciales. Así, en la posición P47 (P46’ según 
Schechter), podemos observar la presencia o ausencia de un residuo de Gln (Figura 77). 
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aminoácidos necesarios para el corte de la tripsina, como puede ser el caso de una Lys o 
una Arg, sin embargo este dato no fue incluído en la secuencia final de las NDK, debido a 
la carencia de péptidos que corroboraran dicha suposición. Esta variación en este punto 
de la secuencia, dio lugar a la formación de un péptido tríptico con una m/z 306,05 (+3), 
correspondiente a la secuencia QHYLDLK (Figura 77a), presente en todas las especies de 
esta familia, excepto en las merluzas americanas. Estas últimas tienen un péptido 
específico con una m/z de 394,93 (+2), correspondiente a la secuencia sin Gln, HYLDLK 
(Figura 77b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 77. Espectros MS/MS correspondientes a los péptidos diferenciales QHYLDLK y HYLDLK, 
presentes en las NDKs de todas las especies excepto en las merluzas americanas (a) y 
exclusivamente en las merluzas americanas (b). 
 
Por otra parte, en la posición P66 (P65’ según Schechter), también existe otra 
sustitución aminoacídica, Ser por Ala, que logra la diferenciación de ambos géneros entre 
sí. Así las especies pertenecientes al género Merluccius, presentan una Ser en esta 
posición, dando lugar por tanto a un péptido tríptico característico con una m/z de 
1043,76 (+2), correspondiente a la secuencia YMSSGPVFAMVEWGEGIVK, mientras que 
para las subespecies del género Macruronus (Figura 78a), esta Ser es sustituida por una 
Ala, dando lugar a un péptido tríptico diferencial con una m/z 1035,98 (+2) y la 
secuencia YMASGPVFAMVEWGEGIVK (Figura 78b). 
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Figura 78. Espectros MS/MS correspondientes a péptidos diferenciales para ambos géneros, (a) 
Merluccius y (b) Macruronus. 
 
Por último, en la posición P120 (P119’ según Schechter), se detecta una 
sustitución de una Val por una Leu que da lugar a dos péptidos trípticos diferenciales. Por 
un lado, el péptido con una m/z de 699,3 (+2) correspondiente a la secuencia 
NIIHGSDTVENAK, presente en todas las especies del género Merluccius (Figura 79a), y 
por el otro, el péptido tríptico con una m/z 706,3 (+2) y secuencia NIIHGSDTLENAK, 
exclusivo para el género Macruronus (Figura 79b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 79. Espectros MS/MS correspondientes a los péptidos diferenciales NIIHGSDTVENAK (a), 
NIIHSGSDTLENAK (b), presentes en las NDK B de las especies del género Merluccius y del género 
Macruronus, respectivamente.  
 
En resumen, como se presenta esquemáticamente en el diagrama de flujo de la 
Figura 80, la secuenciación de los distintos spots de NDK (N1-N13), evidenció una serie 
de secuencias o péptidos trípticos que proporcionan la información necesaria para llevar a 
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cabo la diferenciación y clasificación secuencial de las distintas especies de esta familia. 
De entre todos los posibles péptidos trípticos diferenciadores recogidos en la Tabla 30, se 
eligieron un total de cuatro de ellos. Uno común a todas las especies de la familia 
Merlucciidae y que no fue encontrado en ninguna otra proteína descrita en las bases de 
datos. Este péptido fue elegido por tanto, como péptido biomarcador de la presencia de 
algún miembro de la familia Merlucciidae en una determinada muestra. En caso 
afirmativo, consecuentemente, los restantes péptidos diferenciales permitieron: (i) la 
identificación concreta del género (Merluccius o Macrurous), (ii) la determinación de la 
procedencia geográfica en el caso de las especies pertenecientes al género Merluccius y 
finalmente (iii) la identificación precisa de la especie M. bilinearis del resto de especies de 
esta familia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 80. Diagrama de flujo representado aquellos péptidos trípticos doblemente cargados y su 
correspondiente secuencia aminoacídica que permiten la clasificación de las principales especies 
comerciales de la familia Merlucciidae. 
 Familia Merlucciidae 
S N 
 Género Macruronus 
Ma. nov. nov. o 
Ma. nov. magellanicus  S 
 Género Merluccius 
N 
 Merluzas euroafricanas 
M. merluccius o 
M. capensis o 
M. senegalensis o 
M. polli o 
M. paradoxus  
M. bilinearis 
 Merluzas americanas 
N S 
M. hubbsi o 
M. gayi o 
M. australis polylepis o 
M. australis australis o 
M. productus 
699,30 
 [M+2H]2+ 
NIIHGSDTVENAK 
665,80 
   [M+2H]2+ 
TFVAIKPDGVQR  
(Acet)MEQTFIAIKPDGVQR  
887,89 
  [M+2H]2+ 
Otras especies 
497,76 
  [M+2H]2+ 
S N 
GDFCINIGR  
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3.5. Predicción de la estructura tridimensional de las NDKs 
 
A partir de los datos de secuenciación se procedió a la predicción de la estructura 
tridimensional del monómero de las NDKs, mediante herramientas bioinformáticas. No 
hay que olvidarse que en organismos eucariotas estas enzimas son homohexámeros 
(Janin y col., 2000). No obstante, la estructura diseñada no tiene por qué ser la 
representación verdadera de la estructura real de la proteína, ya que la confirmación de 
la misma debería venir dada por futuros estudios de cristalografía o resonancia 
magnética. En este trabajo se ha utilizado un método de modelado por homología, con 
vistas a la determinación de la estructura tridimensional del monómero de las NDK para 
las distintas especies de merluza objeto de esta tesis. Este método se basa en el hecho 
de que todas las parejas de proteínas que presentan una identidad de secuencia mayor al 
30%, tienen una estructura tridimensional similar (Sander y Schneider, 1991). De este 
modo, se puede construir el modelo tridimensional de una proteína de estructura 
desconocida, partiendo de su semejanza con proteínas cuya conformación tridimensional 
es conocida. En nuestro caso utilizamos el sistema automático de modelado por 
homología SWISS-MODEL, accesible por Internet (http://swissmodel.expasy.org/). Como 
cabría esperar, todas las secuencias mostraron una alta homología frente a la NDK B de 
Gillichthys mirabilis, sin embargo la topología estructural mediante el programa SWISS-
MODEL, se realizó en base al modelo estructural recogido para la NDK A de la especie 
Homo sapiens (Figuras 81 y 82). El grado de identidad supuesto para este modelo se 
recoge en la Tabla 31. El valor indicado por SWISS-MODEL como Evalue, calcula la 
probabilidad de que dicha estructura sea asignada al azar. Según los resultados 
obtenidos, la estructura correspondiente a la NDK de M. bilinearis es la que más se 
asemeja a la estructura propuesta como modelo. En la Figura 81 se muestra la 
estructura tridimensional de la NDK A de la especie Homo sapiens, utilizada por el 
programa SWISS-MODEL como estructura patrón para determinar el resto de estructuras 
de las secuencias de NDK problema.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 81. Estructura tridimensional del monómero polipeptídico de la NDK A de la especie Homo 
sapiens. Fuente: SWISS-MODEL. 
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Tabla 31. Grado de homología de cada una de las isoformas de NDKs frente a la estructura 
tridimensional de la NDK A de Homo sapiens, según SWISS-MODEL. 
 
 
 
Los resultados del análisis por homología, muestran que cada monómero de NDK 
está formado por seis hélices α y tres láminas β, considerándolas por tanto como 
proteínas α/β. Estas proteínas presentan un alto grado de simetría en la que están 
implicados un gran número de aminoácidos, de forma que sus estructuras dan lugar a un 
ensamblaje rígido y estable. 
Las diferencias entre la proteína modelo y las nuevas secuencias de NDK descritas 
en esta tesis, podrían ser atribuibles a que ambas estructuras consideradas como 
homólogas, pertenecen a proteínas diferentes, codificadas por genes diferentes: NDK A 
(nm23-H1) para la especie Homo sapiens, y NDK B (nm23-H2), para las especies de la 
familia Merlucciidae. Sin embargo, la confirmación final de la estructura tridimensional 
exacta deberá ser realizada mediante futuros estudios de cristalografía o resonancia 
magnética. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NDK Identidad secuencia (%) Evalue 
M. merluccius (N1) 62 6,83e-53 
M. capensis (N2) 62 6,83e-53 
M. senegalensis (N3) 62 6,83e-53 
M. polli (N4) 62 6,83e-53 
M. paradoxus (N5) 62 6,83e-53 
M. hubbsi (N6) 62 5,45e-53 
M. gayi (N7) 62 5,45e-53 
M. australis polylepis (N8) 62 5,45e-53 
M. australis australis (N9) 62 5,45e-53 
M. productus (N10) 62 5,45e-53 
M. bilinearis (N11) 63 3,14e-53 
Ma. nov. nov. (N12) 62 1,67e-51 
Ma. nov. magellanicus (N13) 62 1,67e-51 
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3.6. Análisis filogenético y estudio evolutivo de las especies de la familia 
Merlucciidae a partir de las secuencias de las NDKs 
 
A partir de las secuencias aminoacídicas obtenidas para las NDKs, se realizó 
también la reconstrucción filogenética de todas las especies de la familia Merlucciidae. 
Para ello, las secuencias fueron alineadas utilizando el programa de alineamiento 
CLUSTAL W (Thompson y col., 1994), incluido dentro del programa computacional MEGA 
4 (Tamura y col., 2007) y el método de distancias de construcción de árboles 
filogenéticos UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean; 
agrupamiento pareado no ponderado utilizando media aritmética). La evaluación 
estadística del árbol filogenético fue realizada mediante Bootstrap (Felsenstein, 1985), a 
partir de la creación repetida y análisis de 1.500 réplicas de remuestreo aleatorio con 
datos artificiales. En la Figura 83 se muestra el árbol filogenético obtenido. 
 
 
Figura 83. Árbol filogenético UPGMA de la familia Merlucciidae obtenido a partir de los datos de 
secuenciación de las NDKs de cada una de las especies. Se representa también el valor de 
Bootstrap para un total de 1.500 réplicas de remuestreo. 
 
Como se puede observar en la Figura 83, el árbol consenso obtenido para la 
familia Merlucciidae muestra dos grandes grupos claramente diferenciados: en la parte 
superior el grupo de las especies pertenecientes al género Merluccius y en la parte 
inferior el grupo de las especies pertenecientes al género Macruronus.  Los valores 
Boostrap para esta primera clasificación son suficientemente elevados (98%). 
Dentro del primer grupo correspondiente a las especies del género Merluccius, se 
observan dos grandes grupos con un valor de Bootstrap del 95%, constituídos el primero 
de ellos por las especies de merluza americanas y el segundo, por las especies de 
Americanas 
Euroafricanas 
Merluccius 
Macruronus 
 M. gayi (N7)
 M. australis polylepis (N8)
 M. hubbsi (N6)
 M. australis australis (N9)
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 M. capensis (N2)
 M. polli (N4)
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merluza euroafricanas. Dentro del primer subgrupo, se puede observar como la especie 
M. bilinearis se separa del resto de las merluzas americanas con un Bootstrap del 79%. 
En general los valores de Bootstrap son lo suficientemente elevados (>50%), como para 
apoyar y definir los resultados de la clasificación expuestos en el árbol filogenético. 
Estos resultados concuerdan perfectamente con los resultados obtenidos por otros 
autores a partir de estudios morfológicos, biogeográficos (Inada, 1981; Ho, 1990) o 
genéticos (Quinteiro y col., 2000). Asimismo, si comparamos los resultados filogenéticos 
con el diagrama de flujo, expuesto en apartados anteriores, podemos comprobar cómo 
ambas clasificaciones son equivalentes. 
 
3.7. Análisis mediante MS/MS de los péptidos digeridos de la fracción de PRVBs 
 
La secuenciación de péptidos de los spots de PRVBs (P1-P40) fue realizada, en 
una primera aproximación, a partir de la digestión tríptica de dichos spots y el análisis 
automático de los mismos mediante LC-ESI-IT-MS/MS, operando en modo Triple Play. De 
esta manera se analizaron un total de 600 muestras a partir de cinco réplicas por spot de 
cada uno de los tres individuos de referencia para cada especie. En la Figura 84 se 
muestra el ejemplo de uno de los cromatogramas de 135 min obtenido para el spot P38 
de Ma. nov. magellanicus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 84. Cromatograma de 135 min obtenido después del análisis mediante LC-ESI-IT-MS/MS 
a partir del digerido tríptico del spot P38 de Ma. nov. magellanicus. La región A) señala la zona del 
cromatograma donde eluyen mayor número de compuestos, la B) donde eluyen la mayoría de los 
péptidos y la C) donde eluyen los contaminantes orgánicos. 
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La mayoría de los péptidos trípticos se detectaron entre los minutos 38 y 95 del 
cromatograma, con un promedio de unos 97 espectros de fragmentación por muestra 
que correspondieron a secuencias peptídicas. A partir del minuto 100 se detectaron las 
intensas señales monocargadas de los contaminantes orgánicos. Durante toda la 
separación cromatográfica se observaron iones con una, dos, tres y hasta cuatro cargas, 
siendo los doblemente cargados los más numerosos. 
Los espectros de fragmentación fueron analizados mediante SEQUEST. Hasta el 
momento, solamente estaban registradas en las bases de datos un total de 59 
secuencias de parvalbúminas pertenecientes a todo el grupo de los Teleósteos 
(Septiembre 2007, UniProtKB), de las cuales únicamente dos de ellas, pertenecían a dos 
especies de la familia Merlucciidae (Tabla 32). Por esta razón las búsquedas mediante 
SEQUEST fueron realizadas utilizando la base de datos general y no redundante NCBInr, 
actualizada para la fecha. 
 
Tabla 32. Parvalbúminas pertenecientes a la familia Merlucciidae presentes en la base de datos 
UniProtKB (Septiembre 2007). 
 
Nº Accesión (UniProtKB) Nombre proteína Longitud Especie 
PRVB_MERBI/P56504 Parvalbúmina β 108 Merluccius bilinearis 
AFSGILADAD VAAALKACEA ADSFNYKAFF AKVGLTAKSA DDIKKAFFVI DQDKSGFIEE 
DELKLFLQVF SAGARALTDA ETKAFLKAGD SDGDGAIGVD EWAALVKA (Revett y col., 1997) 
    
PRVB_MERME/P026204 Parvalbúmina β 108 Merluccius merluccius 
 
AFAGILADAD ITAALAACKA EGSFKHGEFF TKIGLKGKSA ADIKKVFGII DQDKSDFVEE 
DELKLFLQNF SAGARALTDA ETATFLKAGD SDGDGKIGVE EFAAMVKG (Capony y col., 1973) 
 
Los criterios seguidos para aceptar como correctas las asignaciones de SEQUEST, 
fueron los descritos anteriormente en el apartado dedicado a los péptidos de las NDK. En 
las Tablas A5-A7 del Anexo electrónico se muestran las secuencias peptídicas 
identificadas mediante SEQUEST en función del tipo de PRVB a analizar. Las secuencias 
más representativas se muestran en las Tablas 34-36 de este manuscrito. 
Un total de 108 péptidos trípticos (59 PRVB_A; 31 PRVB_B; 18 PRVB_C), (Tablas 
A5-A7) fueron identificados mediante SEQUEST, de estos, 72 (39 PRVB_A; 20 PRVB_B; 
13 PRVB_C), fueron determinados previamente por MALDI-TOF, habiéndoles asignado a 
62 de ellos (33 PRVB_A; 20 PRVB_B; 9 PRVB_C), la misma secuencia mediante PMF. De 
estos 108 péptidos trípticos, 49 de ellos coincidieron con la PRVB β de la especie de 
merluza M. merluccius (PRVB_MERME/P026204, UniProtKB), 37 con la PRVB β de la otra 
especie de merluza, M. bilinearis (PRVB_MERBI/P56504, UniProtKB), 8 con la PRVB β del 
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abadejo de Alaska Theragra chalcogramma (PRVB_THECH/Q9OYK7, UniProtKB), 4 con la 
PRVB β del abadejo de Alaska Theragra chalcogramma (Q90YK8_THECH/Q90YK8, 
UniProtKB), 2 con la PRVB β de la especie salmón Salmo salar (PRVB2_SALSA/Q91483, 
UniProtKB), 2 con la PRVB α del pez cebra Danio rerio (PRVB7_DANRE/Q804W2, 
UniProtKB), 2 con la PRVB β del pez Salvenius alpinus (Q8AYB3_SALAL/Q8AYB3, 
UniProtKB), 2 con la PRVB β del bacalao Gadus morhua (PRVB_GADMO/Q90YK9, 
UniProtKB), 1 con la PRVB del pargo Lutjanus argentimaculatus 
(A5YVT7_9PERO/A5YVT7, UniProtKB) y 1 con la PRVB β del bacalao Gadus morhua 
(Q90YL0_GADMO/Q90YL0, UniProtKB). 
Para lograr una mayor cobertura de las secuencias de parvalbúminas, se utilizó de 
forma independiente otra proteasa diferente, la endoproteinasa Glu-C de Staphylococcus 
aureus V8, también denominada proteasa V8. A diferencia de la tripsina, la proteasa V8 
rompe los enlaces peptídicos por el extremo carboxilo terminal de los residuos de Glu o 
Asp, en un tampón fosfato sódico y por el extremo carboxilo terminal de los residuos de 
Glu, en un tampón bicarbonato amónico, siempre y cuando dichos aminoácidos no vayan 
seguidos de un residuo de Pro (Sørensen, 1991). En el presente trabajo se incubó dicha 
enzima en un tampón fosfato sódico, para incrementar el número de péptidos potenciales 
y así obtener una mayor cobertura de la secuencia. De esta manera, se analizaron 
mediante LC-ESI-IT-MS/MS en modo Triple Play, un total de 600 muestras, a partir de la 
digestión con esta enzima de cinco réplicas por spot de cada PRVB (P1-P40), por cada 
uno de los tres individuos de referencia de cada especie. En la Figura 85 se muestra un 
cromatograma ejemplo de esta digestión. 
Los péptidos obtenidos mediante esta segunda digestión fueron detectados 
principalmente entre los minutos 25 y 100 del cromatograma, con un promedio de unos 
125 espectros de fragmentación correspondientes a secuencias peptídicas. Como en los 
casos anteriores se observaron iones de una, dos, tres y hasta cuatro cargas y a partir 
del minuto 100, aparecieron las señales correspondientes a los contaminantes orgánicos. 
No obstante aún siendo los doblemente cargados los más frecuentes, el número de 
péptidos con múltiples cargas fue superior que el observado para el caso de los digeridos 
con tripsina. Este hecho es muy frecuente en el caso de digestiones con V8, debido a que 
se generan péptidos con un mayor contenido en residuos básicos (Arg, Lys, His) que, 
junto con el extremo N-terminal, son susceptibles de ser protonados. 
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Figura 85. Cromatograma de 135 min obtenido después del análisis mediante LC-ESI-IT-MS/MS 
a partir del digerido con V8 del spot P4 de M. capensis. La región A) señala la zona del 
cromatograma donde eluyen mayor número de compuestos, la B) donde eluyen la mayoría de los 
péptidos y la C) donde eluyen los contaminantes orgánicos. 
 
Los espectros de fragmentación obtenidos fueron también analizados mediante 
SEQUEST utilizando para ello la base de datos general NCBInr, indicando como enzima la 
proteasa Glu-C en tampón fosfato sódico. Las Tablas A8-10 del Anexo electrónico 
recogen el total de secuencias peptídicas digeridas con V8 identificadas mediante 
SEQUEST, para cada una de las PRVBs a analizar (PRVB_A, PRVB_B y PRVB_C). Las 
secuencias más representativas se muestran en las Tablas 37-39. 
Los muestras digeridas con Glu-C identificados mediante SEQUEST dieron lugar a 
un total de 68 péptidos (36 PRVB_A; 23 PRVB_B; 9 PRVB_C), de los cuales 38 de ellos 
coincidieron con la PRVB β de la especie de merluza M. merluccius 
(PRVB_MERME/P026204, UniProtKB), 23 con la PRVB β de la otra especie de merluza, M. 
bilinearis (PRVB_MERBI/P56504, UniProtKB), 3 con la PRVB β del abadejo de Alaska 
Theragra chalcogramma (Q90YK8_THECH/Q90YK8, UniProtKB), 1 con la PRVB β del 
abadejo de Alaska Theragra chalcogramma (PRVB_THECH/Q9OYK7, UniProtKB), 1 con la 
PRVB β del pez Salvenius alpinus (Q8AYB3_SALAL/Q8AYB3, UniProtKB) y otra con la 
PRVB β del bacalao Gadus morhua (PRVB_GADMO/Q90YK9, UniProtKB). 
Todos los péptidos identificados después de los dos tipos de digestión, fueron 
alineados con las secuencias de PRVBs descritas en las bases de datos, con las que 
presentaron mayor grado de homología. En las Figuras 86-88 se muestran dichos 
alineamientos en función del tipo de PRVB. Los resultados coincidieron completamente 
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con los obtenidos previamente mediante MALDI-TOF. Así, las isoformas de parvalbúminas 
denominadas previamente como PRVB_A (Figura 86), presentaron un mayor grado 
homología con la secuencia descrita en las bases de datos para la PRVB β de la especie 
M. merluccius (PRVB_MERME/P02620, UniProtKB) (Capony y col., 1973). El grado de 
homología encontrado fue variable en función de la especie. Así las especies de merluza 
que presentaron el mayor grado, un 100% de identidad, fueron los spots de PRVBs P1, 
P4, y P7 correspondientes a las especies M. merluccius, M. capensis y M. senegalensis, 
respectivamente. Hay destacar que el spot P1, de la especie M. merluccius, además de 
presentar la misma secuencia descrita en las bases de datos (PRVB_MERME), los 
péptidos identificados permitieron definir una nueva secuencia de PRVB, denominada 
P1b, la cual presentó una identidad del 99,1% con la descrita en las bases de datos. La 
variación es debida a un único polimorfismo: en el residuo 100 de la secuencia, Glu es 
sustituido por Asp. El resto de los spots de PRVB_A presentaron una alta homología 
(75,0-95,4), exceptuando los pertenecientes a las especies del género Macruronus (P35 y 
P38), que sólo mostraron un grado de homología del 51%. Es de destacar que la 
subespecie M. australis australis, a diferencia de la otra subespecie (M. australis 
polylepis), presentó dos spots de PRVB_A (P26 y P27) con una alta homología frente a la 
PRVB_MERME. Por último, dentro del grupo de las PRVB_A, cabe destacar también la 
secuencia de la PRVB P33b, correspondiente a la especie M. bilinearis, que presentó un 
grado de homología con la PRVB_A de un 75%. Esta secuencia fue identificada a partir de 
la secuenciación del spot P33 perteneciente a las PRVB_B, dando lugar a la identificación 
de dos PRVBs diferentes que coexisten en un mismo spot. 
 Del mismo modo, el grupo de isoformas denominadas como PRVB_B, mostraron 
un mayor grado de coincidencia con la PRVB β de la especie de merluza M. bilinearis 
(PRVB_MERBI/P56503, UniProtKB) (Revete y col., 1997) (Figura 87). El grado de 
homología encontrado varió entre un 54,6% (P21) para la especie M. gayi y un 73,1% 
(P17), para la especie M. hubbsi. Como se puede observar la especie M. gayi presentó 
dos spots de PRVB_B con distinta homología (P20 y P21). Dentro de este grupo cabe 
destacar también el spot P33, correspondiente a la especie M. bilinearis, en el que 
además de coexistir en él una segunda PRVB perteneciente al grupo de las PRVB_A, la 
secuencia encontrada para las PRVB_B presentó una homología no esperable, no superior 
al 67,6%. Como ya se había vaticinado mediante MALDI-TOF, esta escasa similitud entre 
ambas secuencias (experimental y descrita en las bases de datos), indica la existencia de 
dos isoformas de PRVB_B diferentes. 
En cuanto a la comparación realizada con el grupo de las PRVB_C, que presentan 
cierta homología con la secuencia de la PRVB β del abadejo de Alaska Theragra 
chalcogramma (Q90YK8_THECH/Q90YK8, UniProtKB) (Van Do y col., 2005) (Figura 88), 
cabe destacar que las homologías encontradas no superaron el 37,0% (P18, P32 y P34). 
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Esta escasa cobertura, supone la existencia de amplias regiones en la secuencia donde 
deben existir variaciones aminoacídicas entre las mismas. 
El recubrimiento obtenido mediante SEQUEST, permitió definir un pequeño 
número de secuencias o péptidos diferenciales en las PRVB_A y en las PRVB_B, 
procedentes algunos de la digestión con tripsina y otros de la digestión con Glu-C (Tabla 
33). 
 
Tabla 33. Péptidos diferenciales de las PRVBs identificados mediante SEQUEST. 
En rojo están indicados los aminoácidos diferenciales entre las distintas secuencias.  
 
 
La falta de una cobertura total de ciertas regiones de las secuencias de PRVBs, 
impidió la identificación de secuencias o péptidos diferenciales para todas las especies de 
la familia Merlucciidae. Los resultados obtenidos mediante SEQUEST permitieron la 
identificación únicamente de cinco grupos de péptidos diferenciales, capaces de discernir 
las especies en función de su género y de distinguir las merluzas euroafricanas, de los 
restantes miembros de la familia Merlucciidae. Es por ello que los resultados obtenidos 
mediante MS/MS a partir de los dos tipos de digestión, fueron nuevamente analizados 
mediante distintos procedimientos de secuenciación de novo. 
PÉPTIDOS DIFERENCIALES m/z (z) (M+H)+  Pos. Especie 
PRVB_A 
Tripsina     
LFLQNFSAGAR 1223,80 (+1) 1223,65 65-75 Merluccius spp. 
LFLQNFSAGAR 612,20 (+2) 1223,65 65-75 Merluccius spp. 
LFLQVFSAGAR 604,86 (+2) 1208,68 65-75 Macruronus spp. 
ALTDAETATFLK 1280,60 (+1) 1280,67 76-87 Merluccius spp 
ALTDAETATFLK 640,86 (+2) 1280,67 76-87 Merluccius spp 
ALTDAETATFLK 427,67 (+3) 1280,67 76-87 Merluccius spp 
ALTDAETK 424,64 (+2) 848,44 76-83 Macruronus spp. 
ALTDAETKAFLK 654,47 (+2) 1307,72 76-87 Macruronus spp. 
Glu-C     
LKLFLQNFSAGARALTDAE 1033,23 (+2) 2065,11 63-81 Merluccius spp. 
LKLFLQNFSAGARALTDAE 689,21 (+3) 2065,11 63-81 Merluccius spp. 
LKLFLQVFSAGARALTDAE 684,08 (+3) 2050,13 63-81 Macruronus spp. 
NFSAGARALTDAE 661,74 (+2) 1322,63 69-81 Merluccius spp. 
VFSAGARALTDAE 654,19 (+2) 1307,66 69-81 Macruronus spp. 
PRVB_B 
Tripsina     
ALTDDETK 446,84 (+2) 892,43 76-83 Merluzas euroafricanas 
excepto M. polli 
ALTDAETK 848,40 (+1) 848,44 76-83 Restantes especies 
ALTDAETK 424,93 (+2) 848,44 76-83 Restantes especies 
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3.8. Secuenciación de novo de los péptidos de las distintas PRVBs 
 
Los resultados obtenidos mediante SEQUEST permitieron la identificación de un 
total de 176 péptidos a partir de ambos tipos de digestión (108 con tripsina y 68 con Glu-
C). Sin embargo, una buena proporción de los espectros de fragmentación no 
presentaron una clara identificación, de forma que fueron nuevamente analizados 
mediante distintos procedimientos de secuenciación de novo, utilizando para ello los 
programas automáticos PEAKS Studio 4.2 y DeNovoX. Las secuencias candidatas fueron 
analizadas en función de su valor probabilístico, grado de homología utilizando BLAST y 
mediante una laboriosa interpretación manual. De igual forma que para las NDKs, 
aquellos espectros de fragmentación ambiguos o difícil de secuenciar de novo, fueron 
nuevamente adquiridos offline utilizando para ello una fuente de ionización tipo 
nanospray. Asimismo la información obtenida previamente por MALDI-TOF, fue utilizada 
para fragmentar “a ciegas” aquellos péptidos que no habían sido fragmentados mediante 
LC-ESI-IT-MS/MS, utilizando también este tipo de fuente de ionización. 
Las Tablas A12-A14 del Anexo electrónico muestran los resultados de la 
secuenciación de novo de los péptidos trípticos de los tres tipos de PRVBs, utilizando el 
programa PEAKS Studio 4.2. Los resultados obtenidos mediante este programa para los 
digeridos trípticos de todas las PRVBs, dieron lugar a un total de 206 secuencias 
tentativas (89 para las PRVB_A, 68 para las PRVB_B y 49 para las PRVB_C), de entre las 
cuales el 31,5% (35 secuencias de PRVB_A, 15 de PRVB_B y 15 de PRVB_C), 
correspondieron a péptidos que presentaron cierto grado de homología por BLAST con 
alguna PRVB descrita en las bases de datos (Tablas A12-A14, en verde). Todas estas 
secuencias homólogas fueron minuciosamente verificadas mediante la interpretación 
manual de sus espectros de fragmentación. Así de las 65 secuencias homólogas, 38 de 
ellas, un 18,4% (21 de PRVB_A, 10 de PRVB_B y 7 de PRVB_C), fueron consideradas 
como asignaciones correctas (Tablas A12-A14, en amarillo). 
Por otra parte, los resultados obtenidos mediante el programa de secuenciación 
de novo DeNovoX, se recogen completamente en las Tablas A19-A21 del Anexo 
electrónico. Los resultados obtenidos mediante este programa para los digeridos trípticos 
de todas las PRVBs, dieron lugar a un total de 206 secuencias tentativas, de las cuales el 
33% (39 secuencias de PRVB_A, 14 de PRVB_B y 15 de PRVB_C), correspondieron a 
péptidos que presentaron cierto grado de homología con alguna PRVB descrita en las 
bases de datos (Tablas A19-A21, en verde). De entre ellas, 46 secuencias, un 22,3% (22 
secuencias de PRVB_A, 12 de PRVB_B y 12 de PRVB_C) fueron consideradas como 
asignaciones correctas (Tablas A19-A21, en amarillo).  
En cuanto al análisis mediante PEAKS de los péptidos de todas las PRVBs digeridas 
con proteasa V8, los resultados dieron lugar a un total de 93 secuencias tentativas (45 
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para las PRVB_A, 32 para las PRVB_B y 16 para las PRVB_C), de entre las cuales el 
29,03% (19 secuencias de PRVB_A, 7 de PRVB_B y 1 de PRVB_C), correspondieron a 
péptidos que presentaron cierto grado de homología con alguna PRVB descrita en las 
bases de datos (Tablas A15-A17, en verde). De la verificación manual de todas estas 
secuencias homólogas se pudo determinar un total de 11 secuencias, un 11,8% (8 
PRVB_A y 3 PRVB_B) que fueron consideradas como secuencias correctas (Tablas A15-
A17, en amarillo). 
Sin embargo, los resultados obtenidos para los péptidos digeridos con proteasa 
V8, mediante el programa de secuenciación de novo DeNovoX, solamente dieron lugar a 
la identificación de 18 secuencias homólogas, un 19,3% (9 secuencias de PRVB_A, 7 de 
PRVB_B y 2 de PRVB_C) (Tablas A22-A24, en verde). De entre ellas únicamente 8 
secuencias, un 8,6% (4 de PRVB_A y 4 de PRVB_B), pudieron ser consideradas como 
secuencias correctas (Tablas A22-A24, en amarillo). Este escaso número de secuencias 
homólogas y correctas, se debe a que la versión del DeNovoX disponible no admite la 
consideración de la proteasa V8 como enzima proteolítica, de tal forma que las 
búsquedas fueron realizadas sin indicar ninguna proteasa. Posiblemente las nuevas 
versiones del DeNovoX, permitirán nuevas prestaciones entre las que seguramente se 
tenga en cuenta, la consideración de otras posibles enzimas proteolíticas. 
Exceptuando las digestiones con proteasa V8, los resultados obtenidos mediante 
ambos programas se secuenciación de novo son prácticamente equivalentes. 
Al igual que para el caso de las NDK, la amplia mayoría de los espectros de 
fragmentación, un total de 150 péptidos digeridos con tripsina, fueron correctamente 
identificados a partir de su interpretación manual, con ayuda de la información de la 
secuenciación parcial obtenida a partir de los programas PEAKS y DeNovoX y, 
fundamentalmente, gracias al programa en desarrollo PARSEQ 4 (Tablas A26-A28 del 
Anexo). Para los análisis mediante PARSEQ 4 se creó una base de datos, donde se 
incluyeron todas las secuencias de PRVBs descritas en las bases de datos, junto con 
todas las posibles secuencias proteicas que podrían actuar como contaminantes. Este 
análisis dio lugar a un gran número de secuencias (44,37%), con más de un 90% de 
recubrimiento aminoacídico correcto. Este alto grado de cobertura, sensiblemente mayor 
que el obtenido aplicando los otros programas de secuenciación de novo, facilitó en gran 
medida la interpretación manual de dichos espectros de fragmentación. Comparando los 
distintos métodos de identificación y secuenciación para los péptidos trípticos de las 
PRVBs, se puede observar como el conjunto de péptidos identificados mediante búsqueda 
frente a las bases de datos, proporcionó la identificación de un 34,39% (108 secuencias) 
(Figura 89). Sin embargo, el 65,61% de los péptidos trípticos de las PRVBs (206 
secuencias), fueron identificados mediante distintos procedimientos de secuenciación de 
novo. 
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Figura 89. Comparación de los distintos métodos de identificación y secuenciación para los 
péptidos de PRVBs digeridos con tripsina. En el interior de los círculos se indica el número de 
secuencias peptídicas identificadas o secuenciadas según el procedimiento utilizado. En el círculo 
correspondiente a la interpretación manual, dicha interpretación fue asistida por distintos 
programas, cuyos resultados de recubrimiento proteico correcto se indican en distintos colores. 
 
SEQUEST 
108 
Búsqueda frente a 
bases de datos 
34,39% 
Secuenciación de novo 
65,61% 
PEAKS  DeNovoX 
10  18 
28  
 
Interpretación 
manual 
150 
>90% 70-90% 50-70% <50%
3,31% 
13,24% 
21,85% 
61,60% 
PEAKS 
2,65% 
19,21% 
12,58% 
65,56% 
DeNovoX 
44,37% 
15,23% 
5,96% 
34,44% 
PARSEQ 
Capítulo III                                                                                                             __                         
244 
En cuanto a los péptidos de PRVB digeridos con proteasa V8, la interpretación 
manual de sus respectivos espectros de fragmentación dio lugar a un total de 78 
secuencias peptídicas. En este caso, la interpretación manual de sus espectros de 
fragmentación fue asistida por los resultados obtenidos de la secuenciación de novo 
parcial, ofrecida tanto por del programa PEAKS, como por el programa DeNovoX, éste 
último trabajando sin indicar proteasa alguna. Los resultados obtenidos mediante 
PARSEQ 4 no fueron demasiado relevantes, debido a la imposibilidad de indicar otra 
enzima diferente a la tripsina, por lo que no se tuvieron en cuenta para este análisis. En 
la Figura 90 se muestra la comparación de los distintos métodos de identificación y 
secuenciación para todos los péptidos de PRVB digeridos con proteasa V8. Así se puede 
observar cómo el conjunto de péptidos identificados mediante búsqueda frente a las 
bases de datos, proporcionó la identificación de un 42,23% (68 secuencias). En cambio, 
el 57,77% de los péptidos de PRVB digeridos con proteasa V8 (93 secuencias), fueron 
identificados mediante distintos procedimientos de secuenciación de novo. 
Las Tablas A30-A35 del Anexo electrónico de esta tesis, muestran la información 
completa de la secuenciación de todos los spots de PRVBs en función del tipo de proteasa 
utilizada. Un resumen de las secuencias más representativas se muestra en las Tablas 
40-45.  
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Figura 90. Comparación de los distintos métodos de identificación y secuenciación para los 
péptidos de PRVBs digeridos con proteasa V8. En el interior de los círculos se indica el número de 
secuencias peptídicas identificadas o secuenciadas según el procedimiento utilizado. En el círculo 
correspondiente a la interpretación manual, dicha interpretación fue asistida por distintos 
programas, cuyos resultados de recubrimiento proteico correcto se indican en distintos colores.
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3.8.1. Secuenciación de novo utilizando isótopos estables de 18O 
 
Con el fin de mejorar los resultados obtenidos mediante la secuenciación de novo 
y disminuir la complejidad del análisis, se decidió marcar los péptidos enzimáticamente 
durante la digestión con tripsina, con isótopos estables de 18O, en colaboración con los 
Drs. D. López-Ferrer y J. Vázquez del CBMSO de Madrid. El marcaje diferencial de 
péptidos con isótopos estables 16O/18O, es uno de los métodos más utilizados para la 
realización de estudios cuantitativos utilizando espectrometría de masas (López-Ferrer y 
col., 2006). Aprovechando la reacción enzimática de la tripsina como catalizador, la 
incorporación de 18O en el aminoácido C-terminal del péptido, permite una adecuada 
localización de la serie y en el espectro de fragmentación (Qin y col., 1998; Yao y col., 
2003) (Figura 91). Esta serie es fácilmente identificable gracias a la presencia de una 
señal isotópica característica, debido a la presencia de dobletes originados por la 
incorporación de uno o dos átomos de 18O. Por otro lado y en el mismo espectro de 
fragmentación, los iones fragmento de la serie b también son fácilmente reconocibles, ya 
que presentan una distribución isotópica normal (Figura 91). De esta forma, la habilidad 
para asignar los iones fragmento a cada una de las series b/y facilita la secuenciación 
del espectro de fragmentación.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 91. Fragmentación convencional, en una trampa iónica tridimensional, de un péptido 
doblemente cargado presente en la PRVB_A P1 de la especie M. merluccius (A) y marcado 
mediante la introducción de 18O (B). (estrella azul) iones de la serie y. 
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La escasa diferencia de masa entre los isotopómeros, ha condicionado el uso de 
esta metodología de marcaje al uso de espectrómetros de masas con analizadores de 
alta resolución, como los FTICR o los TOF. Sin embargo, su utilización también se ha 
extendido a las trampas iónicas tridimensionales y lineales, que aún sin tener la 
resolución de los anteriores, sus rápidos ciclos de análisis y su capacidad de realizar 
barridos de alta resolución, -en el caso de las trampas iónicas lineales-, permiten 
también su aplicación (Qin y col., 1998; López-Ferrer y col., 2006). 
El marcaje enzimático utilizando H218O durante una digestión enzimática introduce 
uno o dos átomos de 18O en el extremo C-terminal del péptido, según las siguientes 
reacciones hidrolíticas: 
 
i) RC16ONHR’ + H218O → RC16O18O- + +H3NR’ 
ii) RC16O18O- + H218O → RC18O18O- + H216O 
 
La incorporación de uno o dos átomos de 18O produce un incremento en la masa 
de los péptidos de 2 o 4 Da, según se haya incorporado uno o dos átomos de oxígeno en 
el grupo carboxilo. Por regla general, este proceso de marcaje produce una mezcla 
compleja de varias especies isotópicas para cada péptido, atendiento al punto en donde 
se haya alcanzado el equilibrio (Figura 92). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 92. Especies isotópicas según el punto de la cinética enzimática donde se alcance el 
equilibrio. 
 
 La cinética de marcaje es extremadamente lenta, llegándose a necesitar más de 
48 h para que los péptidos incorporen ambos átomos de 18O con suficiente eficiencia. 
Esta mezcla de isoformas isotópicas supone un gran problema para la realización de 
estudios cuantitativos, sin embargo actualmente se han desarrollado programas que 
tienen en cuenta para el cálculo, la población de péptidos que no han incorporado ambos 
átomos de 18O (Ramos-Fernández y col., 2007). 
En nuestro caso y para facilitar la secuenciación de novo de los péptidos de PRVB, 
ciertos spots, separados mediante 2-DE preparativa, fueron digeridos en gel con tripsina 
en presencia de H218O. Para conseguir una incorporación eficiente de ambos átomos de 
18O
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18O, el marcaje fue realizado durante más de 48 h. En la Figura 91 se puede observar 
cómo la masa del ión precursor, está desplazada con respecto al espectro original unos 4 
Da. Esto es indicativo de que el péptido se ha marcado con dos átomos de 18O. Sin 
embargo, para una determinación más precisa de la eficiencia del marcaje, se debe 
observar la envoltura isotópica utilizando el barrido Zoom Scan (Figura 93). Aunque la 
resolución obtenida mediante Zoom Scan en una trampa iónica tridimensional, no es 
comparable a la que se obtiene con otros analizadores como el FTICR, TOF e incluso la 
LIT, se puede observar cómo el Zoom Scan del ión 605,2 presentó una envoltura 
isotópica típica de un péptido de carga +2 sin marcar (Figura 93a). Por el contrario, ese 
mismo péptido después del marcaje con 18O, presentó un Zoom Scan con una envoltura 
isotópica particular, en la cual concurren distintas isoformas isotópicas de incorporación 
de 18O (Figura 93b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 93. Espectro Zoom Scan de un péptido doblemente cargado procedente de una muestra 
sin marcar (A) y marcada con 18O (B). Los histogramas indican qué proporción de especies 
peptídicas no contienen ningún átomo de 18O (azul), contienen un átomo de 18O (blanco) o 
contienen dos átomos de 18O (rojo).  
 
Como ya se ha indicado, la principal limitación de este procedimiento de marcaje 
es el tiempo empleado en la preparación de la muestra, por lo que esta metodología 
solamente fue aplicada en determinados casos particulares, cuando los procedimientos 
anteriormente descritos de secuenciación de novo, tanto automáticos como manuales, 
dieron lugar a resultados dudosos. 
En un intento preliminar de identificación rápida de péptidos diferenciales o 
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diferencialmente con 16O/18O, procedentes del mismo spot de PRVB_A, pertenecientes a 
dos especies de merluza. Debido a que una de las secuencias descritas en las bases de 
datos correspondía a una de las PRVB_A presente en la especie M. merluccius, se 
procedió a la comparación mediante marcaje diferencial con 16O/18O de los spots P1 de 
M. merluccius y P4 de M. capensis. El spot P1 fue digerido en gel con tripsina en 
presencia de H216O y el spot P4, en presencia de H218O. Ambas digestiones se juntaron en 
proporción 1:1 y la mezcla resultante fue analizada mediante LC-MS/MS, en una trampa 
iónica tridimensional. En la Figura 94 se muestra un esquema general del procedimiento 
utilizado.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 94. Esquema del procedimiento utilizado para el estudio comparativo mediante marcaje 
diferencial con 16O/18O 
 
En la Figura 95 se muestra en detalle el Zoom Scan y los espectros de 
fragmentación correspondientes a un péptido común para ambos spots de PRVB. 
Revisando en detalle el espectro Zoom Scan y los iones fragmento de la serie y, se puede 
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observar cómo los iones de esta serie presentan dobletes correspondientes a la 
incorporación de uno u dos átomos de 18O, lo cual confirma que la distribución isotópica 
del Zoom Scan no se debe a la coelución de dos péptidos diferentes, sino a la coelución 
del mismo péptido pero en su versión sin marcar, procedente de la especie M. 
merluccius, y en su versión marcada, procedente de la especie M. capensis. Asimismo, el 
espectrómetro de masas realizó en distintos tiempos la fragmentación de ambos iones 
precursores, la fragmentación del péptido sin marcar (Figura 95b) y la del péptido 
marcado (Figura 95c). Se puede por tanto afirmar que el péptido LFLQNFSAGAR, está 
presente en la secuencia de las PRVB_A (P1 y P4) de ambas especies de merluza. Este 
resultado concuerda perfectamente con lo observado en apartados precedentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 95. Espectros Zoom Scan (a) y fragmento (b, c) para un péptido común a ambos spots P1 
y P4 de las especies M. merluccius y M. capensis. El spot P1 fue marcado con H2
16O y el spot P4 
con H2
18O. Ambas muestras fueron mezcladas 1:1 y analizadas mediante LC-MS/MS en un 
analizador tipo trampa iónica tridimensional. (estrella azul) iones de la serie y. 
 
200 400 600 800 1000 1200 
m/z 
0
100 
A
b
u
n
d
an
ci
a 
R
el
at
iv
a 
726,3 
484,5 854,3 
967,4 
465,2 261,0 
968,4 
378,1 727,3 
233,0 599,1 746,0 374,2 
763,5 724,502,3 965,4 307,1 612, 851,5 1049,5 719,
c) 
960 970 
967,4 
965,4 
610 612 614 616 618 620 
m/z 
0 
100 
614,2 
612,3 
614,7 
612,8 
613,3 615,2 
615,7 
a) 
L-F-L-Q-N-F-S-A-G-A-R 
A
b
u
n
d
an
ci
a 
R
el
at
iv
a 
614,2 [M+2H]2+ 612,3 [M+2H]2+ 
200 400 600 800 1000 1200 
m/z 
0 
A
b
u
n
d
an
ci
a 
R
el
at
iv
a 
722,3 
850,3 
963,4 
461,2 260,9 
482,3 
374,1 
851,3 608,2 723,3 
964,4 
833,3 
233,0 
303,1 595,2 
718,2 763,2 502,0 1050,3 
960 970 
963,4 
965,4 962,8 
b) 
100 
                                                                                                                Capítulo III 
259 
Todos los espectros Zoom Scan analizados presentaron una envoltura isotópica 
típica de la coelución del mismo péptido marcado y sin marcar, a excepción del péptido 
IGVDEFAAMVK junto con sus correspondientes modificaciones (i.e. Mox). Este último 
presentó una distribución isotópica típica de un péptido doblemente cargado, en donde 
no se observó coelución de ambas especies marcadas y sin marcar (Figura 96a). 
Analizando su espectro de fragmentación, se puede observar cómo las series de iones y 
no presentan dobletes, por lo que se pudo afirmar que dichos péptidos no estaban 
marcados con 18O, y que por tanto pertenecían al spot P1 de la especie tratada con 
H216O, M. merluccius (Figura 96b). Este resultado está en perfecta concordancia con los 
obtenidos previamente, en donde la única diferencia entre ambas especies radica en que 
en el spot P1 de la especie M. merluccius, coexisten dos isoformas de PRVB_A diferentes, 
el spot P1 y el spot P1b. Una de las isoformas (P1) es idéntica a la P4 observada en la 
especie M. capensis y a la descrita en las bases de datos (PRVB_MERME), pero la 
segunda de ellas (P1b), difiere de las anteriores en un único aminoácido, se ha sustituido 
un Glu por un Asp. Por otra parte en el mismo análisis, se observó la presencia del 
péptido IGVEEFAAMVK y sus modificaciones (Mox), con una envoltura isotópica en la que 
coeluyen tanto la especie marcada con 18O, como la especie sin marcar, de tal forma que 
este resultado indica que este péptido está en los spots de PRVB_A de ambas especies 
(Figura 96c, d).  
Estos resultados demuestran que el análisis rápido de los espectros Zoom Scan de 
una mezcla de péptidos marcados diferencialmente con 16O/18O, procedentes de dos 
muestras distintas, permite identificar rápidamente los péptidos comunes y los que están 
presentes solamente en determinadas muestras particulares. Este hecho facilita en cierta 
medida el laborioso procedimiento de secuenciación de novo, ya que se reduce el número 
de péptidos a secuenciar y además el marcaje con 18O, permite la localización de la series 
b/y en el espectro de fragmentación. Se trata de una aproximación con un grado de 
sensibilidad muy alto y que presenta una aplicabilidad prácticamente universal para 
todas las secuencias peptídicas. 
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Figura 96. Análisis de los espectros Zoom Scan y fragmento de la mezcla de péptidos marcados 
con H2
18O y sin marcar procedentes a la digestión tríptica de los spots P1 de M. merluccius y P4 de 
M. capensis, respectivamente. 
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3.9. Alineamiento de todas las secuencias de PRVBs 
 
Las secuencias de aminoácidos de todas las isoformas de PRVB (P1-P40), fueron 
alineadas con la secuencia disponible en las bases de datos que presentó mayor 
homología. Así las isoformas de PRVB_A fueron alineadas con la PRVB β de la merluza M. 
merluccius (PRVB_MERME/P02620, UniProtKB) (Capony y col., 1973) (Figura 97), las 
isoformas de PRVB_B con la PRVB β de la merluza M. bilinearis (PRVB_MERBI/P56503, 
UniProtKB) (Revete y col., 1997) (Figura 98) y las isoformas de PRVB_C, con la PRVB β 
del abadejo de Alaska Theragra chalcogramma (Q90YK8_THECH/Q90YK8, UniProtKB) 
(Van Do y col., 2005) (Figura 99). Todas las secuencias presentaron una longitud total de 
108 aminoácidos, característica de linaje β.   
El grado de homología entre las PRVB_A estudiadas y la PRVB β de la merluza M. 
merluccius (PRVB_MERME/P02620, UniProtKB), varió entre un 83,33% y un 100%. Las 
PRVBs que presentaron el mayor grado de homología, un 100% de identidad, fueron los 
spots P1, P4 y P7 correspondientes a las especies M. merluccius, M. capensis y M. 
senegalensis. Como ya se comentó previamente, la especie M. merluccius presentó una 
nueva isoforma de PRVB_A, denominada P1b (99,1%), distinta a la descrita en las bases 
de datos en un único residuo en la posición P100’. Las restantes especies pertenecientes 
al género Merluccius presentaron altos porcentajes de similitud, entre un 96,30% y un 
98,15%; de entre ellas cabe destacar el spot P33b (96,30%) de la especie M. bilinearis, 
que fue identificado en el spot P33, junto con la isoforma correspondiente de las PRVB_B 
y las dos isoformas de PRVB_A (P26 y P27), identificadas para la subespecie M. australis 
australis. Ambas subespecies del género Macruronus aún presentando una gran 
homología (83,33%), en ningún caso superaron el porcentaje observado para las 
especies del género Merluccius. El análisis de todas las secuencias de PRVB_A mostró un 
total de 20 sitios polimórficos, de los cuales 19 de ellos, correspondieron a sitios 
polimórficos con dos posibles variantes y uno de ellos con tres. 
En cuanto a las PRVB_B, el grado de homología observado frente a la PRVB β de 
la especie M. bilinearis (PRVB_MERBI/P56503, UniProtKB), varió entre un 67,60% (P21) 
y un 95,37% (P17, P20, P24, P28 y P33). Ninguna de las isoformas de PRVB_B 
secuenciadas presentó un 100% de identidad, ni siquiera el spot P33 secuenciado para la 
misma especie M. bilinearis. Como ya se apuntó previamente, ambas isoformas, la 
experimental y la descrita en las bases de datos, son distintas. Además no se observó la 
isoforma descrita en las bases de datos, vaticinando que dicha proteína podría presentar 
algún error en su secuencia. Dentro también de este grupo de isoformas, la especie M. 
gayi presentó dos isoformas (P20 y P21), con un porcentaje de homología diferente un 
67,60% y un 95,37%, respectivamente. De todos los residuos encontrados se 
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identificaron un total de 16 sitios polimórficos de los cuales 13 de ellos, presentaron dos 
posibles variantes mientras que los otros 3 presentaron tres variantes. 
Finalmente, las isoformas de PRVB_C mostraron un grado de homología frente a 
la PRVB β de la especie Theragra chalcogramma (Q90YK8_THECH/Q90YK8, UniProtKB), 
muy variable y comprendido entre un 43,52% (P6 y P9) y un 75,92% (P15). Las 
regiones secuenciadas permitieron la identificación de un total de 23 sitios polimórficos, 
de los cuales 18 de ellos presentaron dos variantes y 3 de ellos tres. 
Por otra parte, el extremo N-terminal de todas las isoformas de PRVB mostró la 
pérdida de la Met inicial y la subsiguiente acetilación del primer aminoácido (P1’). La 
eliminación de la Met inicial, es un proceso cotransduccional llevado a cabo por varias 
metionin-aminopeptidasas, que ocurre preferentemente en aquellas proteínas eucariotas 
cuyo aminoácido P1’ sea Ala, Ser, Cys, Gly, Pro, Ser, Thr o Val (Giglione y col., 2004). 
Además, también se observó la N-α-acetilación del residuo P1, en todas las isoformas de 
PRVB (Polevoda y Sherman, 2003). Esta N-α-acetilación es una modificación irreversible 
que, aunque todavía no se conoce exactamente su papel funcional, parece que 
proporciona estabilidad a la molécula. Estos resultados fueron comprobados mediante la 
predicción teórica del programa TermiNator www.isv.cnrs-gif.fr/terminator2/index.html 
(Meinnel y col., 2005). Además de la acetilación del extremo N-terminal, se identificaron 
otras  PTMs, como la oxidación de ciertos residuos de Met y Trp, la metilación de varias 
Lys y Arg, y la formilación de Asp (Tablas A30-A35 del Anexo electrónico). Como en el 
caso de las NDK, es difícil determinar si las oxidaciones observadas son realmente una 
verdadera PTM, o son producto de la preparación de la muestra. Esta última posibilidad, 
parece ser la más probable ya que en la mayoría de los casos se observó tanto la forma 
oxidada como la no oxidada. En cuanto a las metilaciones, esta PTM no altera la carga 
catiónica de las moléculas, pero sí incrementa su hidrofobidad, interviene en mecanismos 
de señalización y se ha observado también en otras proteínas EF-Hand, como la 
calmodulina (Cobb y Roberts, 2000). Finalmente, indicar que la formilación de los 
residuos de Asp, en principio, podría ser producto de la preparación de la muestra. 
Todo el laborioso trabajo de secuenciación de novo y búsqueda mediante 
SEQUEST, permitió la secuenciación de un total de 42 isoformas de PRVB pertenecientes 
a toda la familia Merlucciidae, de las cuales un total de 26, fueron secuenciadas 
completamente. Las secuencias completas correspondieron a la mayoría de las isoformas 
de PRVB_A y PRVB_B. Hasta el momento no se han encontrado referencias bibliográficas 
que describan la secuenciación completa de tal cantidad de proteínas, utilizando 
fundamentalmente procedimientos de secuenciación de novo. Como veremos en el 
siguiente apartado, las diferencias encontradas entre las distintas secuencias de PRVB, 
podrán ser utilizadas como buenos biomarcadores para la inequívoca identificación de las 
especies correspondientes. 
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Los valores teóricos de Mr y pI obtenidos para cada una de las isoformas de 
PRVB_A y PRVB_B que fueron completamente secuenciadas, junto con los valores 
aparentes que previamente habían sido observados mediante 2-DE, se muestran en la 
Tabla 46. En los valores teóricos de Mr se encuentra reflejada la acetilación del extremo 
N-terminal.  
 
Tabla 46. Valores de Mr y pI teóricos y aparentes (2-DE) para cada una de las 26 isoformas de 
PRVB_A y PRVB_B que fueron completamente secuenciadas. 
 
Comparando los valores de Mr teóricos y aparentes mediante 2-DE, para cada una 
de las 26 isoformas de PRVB podemos observar que son coincidentes para la amplia 
mayoría de las isoformas, excepto para las isoformas de PRVB_B pertenecientes a las 
merluzas americanas, salvo en el caso de M. bilinearis (P17, P20, P24, P28, P31). Esta 
Spot 
Mr teórico 
(Da) 
pI 
teórico 
Mr (kDa) 
(2-DE) 
pI 
(2-DE) 
PRVB_A 
P1 (M. merluccius) 11330,7549 4,49 11,30 4,53 
P1b (M. merluccius) 11316,7392 4,46 11,30 4,53 
P4 (M. capensis) 11330,7549 4,49 11,30 4,55 
P7 (M. senegalensis) 11330,7549 4,49 11,30 4,55 
P10 (M. polli) 11330,7549 4,46 11,30 4,51 
P13 (M. paradoxus) 11356,7705 4,46 11,35 4,51 
P16 (M. hubbsi) 11330,7549 4,46 11,30 4,57 
P19 (M. gayi) 11330,7549 4,46 11,30 4,56 
P23 (M. australis polylepis) 11303,7076 4,35 11,30 4,30 
P26 (M. australis australis) 11273,7334 4,42 11,25 4,51 
P27 (M. australis australis) 11303,7076 4,35 11,30 4,30 
P30 (M. productus) 11374,7811 4,46 11,37 4,51 
P33b (M. bilinearis) 11272,7130 4,46 11,35 4,23 
PRVB_B 
P2 (M. merluccius) 11380,7923 4,27 11,38 4,19 
P5 (M. capensis) 11380,7923 4,27 11,38 4,20 
P8 (M. senegalensis) 11380,7923 4,27 11,38 4,20 
P11 (M. polli) 11350,8181 4,32 11,35 4,19 
P14 (M. paradoxus) 11366,7767 4,25 11,35 4,16 
P17 (M. hubbsi) 11355,7971 4,25 11,55 4,30 
P20 (M. gayi) 11355,7971 4,25 11,53 4,27 
P24 (M. australis polylepis) 11355,7971 4,25 11,55 4,14 
P28 (M. australis australis) 11355,7971 4,25 11,53 4,14 
P31 (M. productus) 11311,8072 4,30 11,50 4,29 
P33 (M. bilinearis) 11355,7971 4,25 11,35 4,23 
P36 (Ma. nov. nov.) 11342,7225 4,27 11,35 4,05 
P39 (Ma. nov. magellanicus) 11342,7225 4,27 11,35 4,05 
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diferencia en la Mr podría ser debida a que se hayan secuenciado isoformas distintas, o 
bien debido a un posible comportamiento anómalo de estas proteínas ácidas, a la hora de 
su separación mediante geles 2-DE. De hecho, es bien sabido que ciertas proteínas 
ácidas, como en el caso de la ribunucleasa U2, la quitinasa y la caldesmona, en presencia 
de SDS presentan un comportamiento anómalo (Graceffa y col., 1992; Armstrong y 
Roman, 1993; García-Ortega y col., 2005; Vincenzi y Curioni, 2005). Las diferencias en 
la carga neta de estas proteínas podría ser la responsable de su alteración en la 
migración electroforética, de hecho a medida que se incrementa la carga negativa de las 
proteínas, la movilidad de las mismas decrece, dando lugar a un valor de Mr aparente 
superior al real. Se ha observado que son principalmente los residuos ácidos del 
comienzo de la secuencia los responsables de este comportamiento (Armstrong y Roman, 
1993), pero todavía no se conoce el mecanismo exacto por el cual, un alto contenido en 
estos residuos afectan a la migración de las proteínas durante su separación en SDS-
PAGE. 
La verificación de la Mr real de cada una de estas 26 isoformas vendrá dada por 
un posterior estudio Top-Down, utilizando para ello un espectrómetro de masas de alta 
resolución, FTICR. Dichos resultados se exponen con más detalle en el Capítulo V.  
 
3.10. Identificación de péptidos biomarcadores a partir de las PRVBs 
 
La comparación de las secuencias obtenidas para las distintas PRVBs (PRVB_A, 
PRVB_B y PRVB_C), permitió la identificación de un conjunto de péptidos comunes y 
otros diferenciales, que bien podrían ser considerados como potenciales biomarcadores 
para determinadas especies de la familia Merlucciidae. Así en la Tabla 47 se muestran los 
principales péptidos trípticos comunes para cada tipo de PRVB. En aquellos casos en los 
que se observaron para la misma secuencia, péptidos con distintas cargas y/o distintas 
modificaciones, se seleccionaron aquellos péptidos de carga (+2) sin modificaciones. Para 
la elección de los péptidos biomarcadores no se tuvieron en cuenta los péptidos 
obtenidos por cortes inespecíficos ni se consideraron los péptidos digeridos con V8, 
debido a que en muchos casos dieron lugar a cortes inespecíficos. 
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Tabla 47. Péptidos trípticos comunes para todas las especies de la familia Merlucciidae. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De todos los péptidos o secuencias comunes no se pudo seleccionar ninguno de 
ellos como biomarcador específico para toda la familia Merlucciidae, ya que todos ellos 
correspondían a secuencias que también estaban presentes en otras proteínas, 
parvalbúminas o no, de otros organismos. Como consecuencia de ello se analizaron todos 
los péptidos comunes para cada uno de los dos géneros: Merluccius (Tabla 48) y 
Macruronus (Tabla 49). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PÉPTIDOS COMUNES m/z (z) (M+H)+  Posición 
PRVB_A 
SDFVEEDELK 605,82 (+2) 1210,55 55-64 
PRVB_B 
AFFAK 292,36 (+2) 583,32 28-32 
KAFFVIDQDK 605,86 (+2) 1210,65 45-54 
AFFVIDQDK 541,89 (+2) 1082,55 46-54 
AFFVIDQDKSGFIEEDELK 1115,53 (+2) 2230,09 46-64 
SGFIEEDELK 583,86 (+2) 1166,56 55-64 
AFLK 478,59 (+1) 478,30 84-87 
PRVB_C 
TFFK 271,22 (+2) 542,30 28-31 
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Tabla 48. Péptidos trípticos comunes para todas las especies del género Merluccius. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El péptido tríptico VFGIIDQDK m/z 517,85 (+2) (Figura 100), fue seleccionado 
como el péptido representativo para todo el género Merluccius, ya que los restantes 
péptidos trípticos correspondieron a secuencias que también están presentes en otros 
organismos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 100. Espectro MS/MS del péptido biomarcador para el género Merluccius. 
PÉPTIDOS COMUNES m/z (z) (M+H)+  Posición 
PRVB_A 
IGLK 430,54 (+1) 430,30 33-36 
IGLKGK 615,00 (+1) 615,42 33-38 
VFGIIDQDK 517,85 (+2) 1034,55 46-54 
KVFGIIDQDK 581,80 (+2) 1162,65 45-54 
KVFGIIDQDKSDFVEEDELK 1177,67 (+2) 2354,18 45-64 
KVFGIIDQDKSDFVEEDELKLFLQNFSAGAR 1186,97 (+3) 3558,81 45-75 
VFGIIDQDKSDFVEEDELKLFLQNFSAGAR 1144,35 (+3) 3430,72 46-75 
VFGIIDQDKSDFVEEDELK 1113,50 (+2) 2226,08 46-64 
SDFVEEDELKLFLQNFSAGAR 1208,14 (+2) 2415,18 55-75 
LFLQNFSAGAR 612,20 (+2) 1223,65 65-75 
ALTDAETATFLK 640,86 (+2) 1280,67 76-87 
PRVB_B 
AFFAK 292,36 (+2) 583,32 28-32 
KAFFVIDQDK 605,86 (+2) 1210,65 45-54 
AFFVIDQDK 541,89 (+2) 1082,55 46-54 
AFFVIDQDKSGFIEEDELK 1115,53 (+2) 2230,09 46-64 
SGFIEEDELK 583,86 (+2) 1166,56 55-64 
SGFIEEDELKLFLQVFSAGAR 786,12 (+3) 2356,22 55-75 
LFLQVFSAGAR 604,82 (+2) 1208,68 65-75 
AFLK 478,59 (+1) 478,30 84-87 
PRVB_C 
(Acet)AFAGVLADADLK 618,52 (+2) 1232,65 1-12 
ALSDAETK 417,57 (+2) 834,42 76-83 
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Tabla 49. Péptidos trípticos comunes para todas las especies del género Macruronus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Acet)= acetilación; *= carbamidometilación; ox= oxidación. En rojo están indicados los 
aminoácidos diferenciales entre las secuencias de PRVBs publicadas en las bases de datos y las 
obtenidas mediante secuenciación de novo. 
 
 
En cuanto al péptido o secuencia representativa para todo el género Macruronus, 
se eligió el péptido m/z 524,82 (+2), correspondiente a la secuencia VFAIIDQDK (Figura 
101), localizada en las PRVB_A, en la misma posición que ocupa el péptido 
representativo para el género Merluccius. 
 
 
PÉPTIDOS COMUNES m/z (z) (M+H)+  Posición 
PRVB_A 
(Acet)SFAGILDDADITAALAAC*K 983,04 (+2) 1964,94 1-19 
(Acet)SFAGILDDADITAALAAC*KAEGSFK 1292,86 (+2) 2584,24 1-25 
IGLAGK 279,98 (+2) 558,36 33-38 
HVEFFAK 439,33 (+2) 877,46 26-32 
VFAIIDQDK 524,82 (+2) 1048,57 46-54 
KVFAIIDQDK 588,87 (+2) 1176,66 45-54 
VFAIIDQDKSDFVEEDELK 1120,68 (+2) 2240,10 46-64 
LFLQVFSAGAR 604,86 (+2) 1208,68 65-75 
ALTDAETK 424,64 (+2) 848,44 76-83 
ALTDAETKAFLK 654,47 (+2) 1307,72 76-87 
AFLK 240,02 (+2) 478,30 84-87 
AGDSDGDGKIGVDEFAQMIK 1027,08 (+2) 2052,95 88-107 
AGDSDGDGKIGVDEFAQMIKG 1055,76 (+2) 2109,98 88-108 
IGVDEFAQMIK 626,07 (+2) 1250,64 97-107 
IGVDEFAQMIKG  654,50 (+2) 1307,67 97-108 
PRVB_B 
(Acet)AFAGILADADC*AAALK 811,06 (+2) 1619,79 1-16 
VGLASK 287,52 (+2) 574,36 33-38 
SAEEIKK 402,76 (+2) 804,45 39-45 
LFLQNFVAGAR 618,39 (+2) 1235,69 65-75 
AGDSDGDGAIGVDEFAALVK 953,90 (+2) 1906,90 88-107 
AGDSDGDGAIGVDEFAALVKA 989,78 (+2) 1977,94 88-108 
PRVB_C 
SNDDVKK 403,24 (+2) 805,41 39-45 
KAFFVIDQDKSGFIEEDELK 786,85 (+3) 2358,19 45-64 
AFFVIDQDKSGFIEEDELK 1115,65 (+2) 2230,09 46-64 
AFFVIDQDK 541,66 (+2) 1082,55 46-54 
SGFIEEDELK 583,88 (+2) 1166,56 55-64 
LFLQNFSAGAR 612,49 (+2) 1223,65 65-75 
ALTAGETK 395,75 (+2) 790,43 76-83 
TFLAAGDSDGDGMoxIGVDEF(525,12) 1229,47 (+2) 2457,94 84-102 
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Figura 101. Espectro MS/MS del péptido biomarcador para el género Merluccius. 
 
Con respecto a los péptidos diferenciales de las PRVBs (Tabla 50), cabe destacar 
el péptido de las PRVB_B m/z 967,97 (+2), correspondiente a la secuencia 
AGDSDGDGAIGVDEFAVLVK (Figura 102), que solamente está presente en todas las 
especies de merluza americanas. Este péptido fue seleccionado como el principal 
biomarcador para la discriminación geográfica de las especies pertenecientes al género 
Merluccius. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 102. Espectro MS/MS del péptido biomarcador para la discriminación geográfica 
de las especies del género Merluccius. 
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Tabla 50. Péptidos diferenciales de las PRVBs digeridos con tripsina en función de la especie. 
 
 
 
PÉPTIDOS 
DIFERENCIALES 
m/z (z) (M+H)+ Pos. Especie/Subespecie 
PRVB_A 
(Acet)AFAGILADADIAAALAAC*K 938,05 (+2) 1874,95 1-19 M. bilinearis 
(Acet)AFAGILADADITAALAACK 924,30 (+2) 1847,96 1-19 Merluccius, excepto M. bilinearis 
HGEYFAK 426,35 (+2) 851,40 26-32 M. bilinearis 
HGEFFTK 433,14 (+2) 865,42 26-32 Merluccius, excepto ambas subespecies de 
M. australis y M. bilinearis 
AEGSFK 319,63 (+2) 638,31 20-25 P1, P4, P7, P33, P35, P38 
AEGTFK 326,74 (+2) 652,33 20-25 P10, P13, P16, P19, P30 
AEGTFTHGEFFTK 736,37 (+2) 1471,69 20-32 M. australis polylepis, M. australis australis 
AEGTFTHGVFFTK 721,40 (+2) 1441,71 20-32 M. australis australis 
SAADIKK 366,82 (+2) 732,43 39-45 Merluccius, excepto M. paradoxus 
SPADIKK 380,06 (+2) 758,44 39-45 M. paradoxus 
AGDSDGDGKIGVEEFAAMVK 998,56 (+2) 1995,93 88-107 M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis 
AGDSDGDGKIGVDEFAAMVK 991,48 (+2) 1981,92 88-107 P1,P10,P13,P16,P19,P23,P26,P27,P33 
AGDSDGDGKIGVEEFAAMVKG 685,07 (+3) 2052,95 88-108 M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis 
AGDSDGDGKIGVDEFAAMoxVKG 685,79 (+3) 2054,94 88-108 P1,P10,P13,P16,P19,P23,P26,P27,P33 
AGDSDGDGKIGVDEFTAMIK 1014,57 (+3) 2025,94 88-107 M. productus 
AGDSDGDGKIGVDEFTAMIKG 695,08 (+3) 2082,96 88-108 M. productus 
IGVEEFAAMVK 598,05 (+2) 1193,62 97-107 M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis 
IGVEEFAAMVKG 625,87 (+2) 1250,64 97-108 M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis 
IGVDEFAAMVK 590,10 (+2) 1179,61 97-107 P1,P10,P13,P16,P19,P23,P26,P27,P33 
IGVDEFAAMVKG 618,92 (+2) 1236,63 97-108 P1,P10,P13,P16,P19,P23,P26,P27,P33 
IGVDEFTAMIK 612,45 (+2) 1223,63 97-105 M. productus 
PRVB_B 
(Acet)AFSGILAEADLAAALK 802,02 (+2) 1602,87 1-16 Merluccius, excepto M. bilinearis 
(Acet)AFSGILADADLAAALK 795,02 (+2) 1588,86 1-16 M. bilinearis 
ACEAADSFNYK 609,74 (+2) 1218,51 17-27 P17,P20,P21,P24,P28,P33,P36,P39 
ACEAAGTFNYK 587,76 (+2) 1174,52 17-27 Merluzas euroafricanas 
ACAAADTFNYK 588,06 (+2) 1174,52 17-27 M. productus 
VGLTGK 287,87 (+2) 574,36 33-38 Merluzas euroafricanas 
VGLSAK 288,64 (+2) 574,36 33-38 P17,P20,P24,P28,P31,P33 
SADDIKK 388,76 (+2) 776,41 39-45 P2,P5,P8,P11,P14,P17,P20,P24,P28,P31 
SAEDIKK 395,74 (+2) 790,43 39-45 M. bilinearis 
ALTDDETK 446,84 (+2) 892,43 76-83 Merluzas euroafricanas, excepto M. polli 
ALTDAETK 424,93 (+2) 848,44 76-83 P11,P17,P20,P21,P24,P28,P31,P33,P36,P39 
ALTDAETKAFLK 654,45 (+2) 1307,72 76-87 P11,P17,P20,P21,P24,P28,P31,P33,P36,P39 
ALTDDETKAFLK 676,21 (+2) 1351,71 76-87 Merluzas euroafricanas, excepto M. polli 
AGDSDGDGAIGVEEWAALVK 980,57 (+2) 1959,93 88-107 M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis 
AGDSDGDGAIGVEEWAALVKA 1016,15 (+2) 2030,97 88-108 M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis 
AGDSDGDGAIGVDEWAALVK 973,46 (+2) 1945,91 88-107 M. paradoxus 
AGDSDGDGAIGVDEWAVLVK 987,48 (+2) 1973,95 88-107 M. polli 
AGDSDGDGAIGVDEFAVLVK 967,97 (+2) 1934,93 88-107 Merluzas americanas 
AGDSDGDGAIGVDEFAVLVKA 1003,50 (+2) 2005,97 88-108 Merluzas americanas 
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Tabla 50. Continuación. 
(Acet)= acetilación; *= carbamidometilación; ox= oxidación. En rojo están indicados los 
aminoácidos diferenciales entre las secuencias de PRVBs publicadas en las bases de datos y las 
obtenidas mediante secuenciación de novo. 
 
Dentro del grupo de las merluzas euroafricanas existen determinados péptidos 
específicos para determinadas especies. Así el péptido de las PRVB_B m/z 973,46 (+2), 
correspondiente a la secuencia AGDSDGDGAIGVDEWAALVK (Figura 103), solamente fue 
encontrado en la especie M. paradoxus, por lo que puede ser considerado como el 
péptido biomarcador exclusivo para esta especie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 103. Espectro MS/MS del péptido biomarcador para la especie M. paradoxus. 
 
PÉPTIDOS DIFERENCIALES m/z (z) (M+H)+  Pos. Especie/Subespecie 
PRVB_C 
AALAGCAAAESFNYK 743,85 (+2) 1486,70 13-27 Merluzas euroafricanas 
AALAGCAAADSFNYK 736,89 (+2) 1472,68 13-27 Merluzas americanas 
SPEEVKK 408,88 (+2) 816,45 39-45 P18,P25,P32 
FFAIIDQDHSGFIEEEELK 1134,39 (+2) 2267,08 46-64 Merluccius, excepto M. paradoxus 
FFAIIDQDHSGFIEEDELK 1127,42 (+2) 2253,07 46-64 M. paradoxus 
LFLQTFSAGAR 606,78 (+2) 1210,66 65-75 Merluccius, excepto M. capensis y 
M. senelagensis 
TFLAAGDVDGDGMIGVDEFAA(366,07) 1219,00 (+2) 2437,00 84-104 M. bilinearis 
IGVDEFATMoxVK 613,32 (+2) 1225,62 97-107 M. productus 
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Al final de la secuencia de las PRVB_B encontramos otro péptido diferencial, 
específico de la especie M. polli, que presenta una m/z 973,46 (+2) y corresponde a la 
secuencia AGDSDGDGAIGVDEWAVLVK (Figura 104). Este péptido puede ser considerado 
como el péptido biomarcador para la identificación de esta especie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 104. Espectro MS/MS del péptido biomarcador para la especie M. polli. 
 
Finalmente y dentro del grupo de las merluzas euroafricanas, encontramos dos 
péptidos trípticos diferenciales de las PRVB_A, que permiten la discriminación de las 
restantes especies de merluza euroafricanas. El primero de ellos corresponde al péptido 
m/z 590,31 y secuencia IGVEEFAAMVK, que está presente en las especies M. merluccius, 
M. capensis y M. senegalensis (Figura 105a); y el segundo de ellos, correspondiente al 
péptido m/z 597,32 y secuencia IGVDEFAAMVK, que está presente únicamente en la 
especie M. merluccius (Figura 105b). Ambos péptidos son similares con la única 
diferencia de que en la posición P100’ de la secuencia, un residuo de Gln es sustituido 
por un Asp. Esta pareja de péptidos permite la diferenciación específica de la especie M. 
merluccius. 
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Figura 105. Espectros MS/MS correspondientes a los péptidos diferenciales IGVEEFAAMVK (a), 
IGVDEFAAMVK (b), presentes en las PRVB_A de las especies M. merluccius, M. capensis y M. 
senegalensis y únicamente en la especie M. merluccius, respectivamente.  
 
En cuanto al grupo de las merluzas americanas, se seleccionaron varios péptidos 
diferenciales para cada una de las especies. Así el péptido de las PRVB_B m/z 794,93 
(+2), correspondiente a la secuencia (Acet)AFSGILADADIAAALK (Figura 106), es 
específico de la especie M. bilinearis. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 106. Espectro MS/MS del péptido biomarcador para la especie M. bilinearis. 
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Las especies de merluza M. productus presentaron un péptido de las PRVB_A 
específico: m/z 612,32 correspondiente a la secuencia IGVDEFTAMLK. Dicho péptido 
tríptico se muestra en la Figura 107.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 107. Espectro MS/MS del péptido biomarcador para la especie M. productus. 
 
Finalmente, ambas poblaciones de la especie M. australis pueden ser diferenciadas 
del resto por la presencia de un péptido de las PRVB_A con una m/z 736,35 (+2), 
correspondiente a la secuencia AEGTFTHGEFFTK (Figura 108a). Asimismo, ambas 
subespecies de M. australis pueden ser diferenciadas por la presencia/ausencia del 
péptido m/z 721,36 y secuencia AEGTFTHGVFFTK (Figura 108b). Dicho péptido es 
específico únicamente de la subespecie M. australis australis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 108. Espectros MS/MS correspondientes a los péptidos presentes en las PRVB_A 
específicos de ambas subespecies de M. australis (a) y únicamente de la subespecie M. australis 
australis (b).  
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En resumen y como se presenta esquemáticamente en el diagrama de flujo de la 
Figura 109, la secuenciación de los distintos spots de PRVB originó una serie de 
secuencias o péptidos trípticos, que proporcionan la información adecuada para llevar a 
cabo la diferenciación y clasificación secuencial de las distintas especies de la familia 
Merlucciidae. De entre todos los posibles péptidos trípticos diferenciales recogidos en la 
Tabla 55, se eligieron un total de 11. Uno de ellos, común para todas las especies del 
género Merluccius, y otro, común para todo el género Macruronus. Ambos péptidos no 
fueron encontrados en ninguna otra proteína descrita en las bases de datos. 
Consecuentemente y en el caso de las especies pertenecientes al género Merluccius, una 
serie de nueve péptidos diferenciales permitieron por un lado la determinación de la 
procedencia geográfica de la especie, euroafricana o americana, y la identificación 
inequívoca de la especie utilizada en la muestra. 
Puntualizar también que dichos péptidos biomarcadores podrán ser utilizados en 
un futuro para el desarrollo de nuevas técnicas inmunológicas o microarrays de proteínas 
o protein chips, basados en anticuerpos específicos frente a dichos péptidos que de 
alguna forma permitan el análisis a gran escala, de manera rápida y sencilla.  
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3.11. Análisis estructural de las PRVBs 
 
Las PRVBs son proteínas que fijan y transportan iones Ca+2. Poseen varios 
dominios de unión a cationes divalentes, principalmente Ca+2, conocidos como dominios 
EF-Hand. Se conocen unas 600 proteínas con dominios EF-Hand, de entre las cuales las 
PRVBs pertenecen al grupo de las EF-Hand estructurales debido a que su unión al Ca+2 
no resulta en cambios conformacionales en otras proteínas, sino que simplemente 
parecen jugar un papel importante en el tamponamiento de los niveles de Ca+2 
intracelulares.   
Las PRVB β presentan varios residuos comunes y característicos del linaje β: un 
residuo de Cys en la posición P18’, un residuo de Asp en la posición P61’ y un residuo de 
Arg en la posición P75’, (Kretsinger, 1980) (ver residuos señalados con flechas en las 
Figuras 97-99). Las PRVB β presentan tres dominios EF-Hand, llamados AB, CD y EF, 
formados cada uno de ellos por un motivo α/β hélice-loop-hélice (da Silva y Reinach, 
1991; Kawasaki y Kretsinger, 1994; Chazin, 1995). Cada uno de estos dominios contiene 
una región central formada por un loop de 12 aminoácidos, al que se une un ión Ca+2 
flanqueado por dos α-hélices perpendiculares de 9 y 7-8 aminoácidos (Figura 110). 
Solamente los dominios CD y EF son capaces de unir Ca+2, ya que el AB presenta una 
delección de dos aminoácidos en la región del loop, importantes para su unión al Ca+2. 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 110. Esquema de un motivo EF-Hand. 
 
El ión Ca+2 está coordinado por los átomos de oxígeno de los residuos localizados 
en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9 y 12 del loop que a su vez se corresponden con las 
posiciones (x, y, z, -x, -y, -z) de un sistema de coordenadas cartesianas (Figura 111). 
Estos residuos suelen estar bastante conservados en todas las proteínas EF-Hand. 
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Figura 111. Diagrama del sitio de unión del Ca+2 en el loop de un EF-Hand. 
 
Las 42 secuencias de PRVBs presentaron varios residuos conservados dentro de 
ambos dominios EF-Hand. Así en el dominio CD, se identificaron cuatro residuos 
conservados en la primera α-hélice (posiciones -1, -4, -6 y -7) y siete residuos en la 
segunda (+1, +2, +3, +4, +5, +6 y +8) (Tabla 51). En el loop de este mismo dominio 
CD, todos los residuos localizados en las principales posiciones de unión al Ca+2 (1, 3, 5, 
7, 9 y 12) fueron totalmente conservados (Tabla 51). Estos aminoácidos además de la 
unión al Ca+2, son los responsables de la estabilización del loop. Por otra parte, en el 
dominio EF se identificaron un total de seis residuos conservados en la primera hélice (-
1, -2, -4, -5, -8 y -9) y un residuo en la segunda (+6) (Tabla 52). Dentro del loop del 
dominio EF todos los residuos de unión al Ca+2, excepto en la posición 7, fueron 
conservados. Además de los anteriores y dentro también del loop, las posiciones 4, 6, 8 y 
10 también fueron conservadas. 
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Tabla 51. Secuencias consenso del motivo CD para todas las PRVBs secuenciadas. 
 
 
Tabla 52. Secuencias consenso del motivo EF para todas las PRVBs secuenciadas. 
 
PRIMERA α-HÉLICE 
Posición -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 
Aa preferido Glu Thr Lys Ala Phe Leu Lys Ala Gly 
% 100 100 69,1 51,5 100 100 87,9 100 100 
Aa secundario - - Ala Thr - - Ala - - 
% - - 30,9 48,5 - - 12,1 - - 
LOOP 
Posición 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Aa preferido Asp Ser Asp Gly Asp Gly Lys Ile Gly Val Asp Glu 
% 100 93,9 100 100 100 100 48,5 100 100 100 81,8 100 
Aa secundario - Val - - - - Ala - - - Glu - 
% - 6,1 - - - - 39,4 - - - 18,2 - 
SEGUNDA α-HÉLICE 
Posición +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7  
Aa preferido Phe Ala Ala Ile Val Lys Ala  
% 85,3 82,8 71,4 51,5 91,2 100 54,5  
Aa secundario Trp 8,6 Val 48,5 Ile - Gly  
% 14,7 Val 20 Met 8,8 - 45,5  
PRIMERA α-HÉLICE 
Posición -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 
Aa preferido Asp Ile Lys Lys Ala Phe Phe Ile Ile 
% 79,4 78,8 100 100 38,1 100 38,1 61,9 100 
Aa secundario Glu Val - - Val - Gly Val - 
% 14,7 21,2 - - 35,7 - 35,7 38,1 - 
LOOP 
Posición 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Aa preferido Asp Gln Asp Lys Ser Gly Phe Ile Glu Glu Asp Glu 
% 100 100 100 73,8 100 64,3 100 64,3 100 100 76,2 100 
Aa secundario - - - His - Asp - Val - - Glu - 
% - - - 26,2 - 35,7 - 35,7 - - 23,8 - 
SEGUNDA α-HÉLICE 
Posición +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 
Aa preferido Leu Lys Leu Phe Leu Gln Asn Phe 
% 100 100 100 100 100 100 42,5 100 
Aa secundario - - - - - - Val - 
% - - - - - - 35,0 - 
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La termoestabilidad de estas proteínas viene determinada por la estabilidad que 
ofrece el ión Ca+2, junto con los residuos responsables de su anclaje de ambos dominios 
EF-Hand a la molécula en su conjunto (Cates y col., 1999; Cates, 2000). 
La predicción bioinformática de la estructura tridimensional de cada una de las 42 
secuencias de PRVBs, fue realizada mediante modelado por homología utilizando el 
programa SWISS-MODEL http://swissmodel.expasy.org/ (Figuras 112-114). 
La topología estructural asignada para las distintas isoformas de PRVB_A, 
correspondió a la PRVB β de la especie de carpa común o europea Cyprinus carpio (Swain 
y col., 1989) (Figura 115). 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 115. Estructura tridimensional de la PRVB β de Cyprinus carpio. Fuente: SWISS-MODEL. 
 
El grado de homología para el modelo de las PRVB_A se recoge en la Tabla 53.  
 
Tabla 53. Grado de homología de cada una de las isoformas de PRVB_A frente a la estructura 
tridimensional de la PRVB β de Cyprinus carpio, según SWISS-MODEL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRVB_A 
Parvalbúmina Identidad secuencia (%) Evalue 
M. merluccius (P1) 75 3,25e-25 
M. merluccius (P1b) 76 2,47e-26 
M. capensis (P4) 75 3,25e-25 
M. senegalensis (P7) 75 3,26e-25 
M. polli (P10) 75 3,10e-26 
M. paradoxus (P13) 74 3,20e-26 
M. hubbsi (P16) 75 3,10e-26 
M. gayi (P19) 75 3,10e-26 
M. australis polylepis (23) 75 2,60e-26 
M. australis australis (P26) 75 1,42e-26 
M. productus (P30) 75 1,30e-26 
M. bilinearis (P33b) 77 2,09e-26 
Ma. nov. nov. (P35) 72 3,20e-25 
Ma. nov. magellanicus (P38) 72 3,20e-25 
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El valor indicado por SWISS-MODEL como Evalue, calcula la probabilidad de que 
dicha estructura sea asignada al azar. De esta forma, las estructuras correspondientes a 
las isoformas de PRVB_A P26 de M. australis australis y P30 de M. productus, son las que 
más se asemejan a la estructura real de la PRVB β de Cyprinus carpio. Esta modelización 
propone un total de 7 α-hélices de las cuales, la tercera y la sexta, están situadas  
justamente antes de cada uno de los dos principales dominios (CD y EF). Asimismo, 
como se puede observar en las Figuras 97-99, los tres últimos residuos de cada loop 
(pos. 10, 11 y 12) son al mismo tiempo los tres primeros de la siguiente α-hélice. Estos 
resultados están en perfecta concordancia con los observados por otros autores (Cates, 
2000). 
En cuanto a la estructura tridimensional modelizada para las isoformas de 
PRVB_B, el programa SWISS-MODEL propuso como estructura modelo la PRVB β de M. 
bilinearis (Revett y col., 1997) (Figura 116). El grado de homología observado para cada 
una de las isoformas de PRVB_B se muestra en la Tabla 54. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 116. Estructura tridimensional de la PRVB β de Merluccius bilinearis. Fuente: SWISS-
MODEL. 
 
La estructura de la PRVB_B P11 de M. polli, fue la que más se asemejó a la 
estructura real de la PRVB β de M. bilinearis. Al igual que la modelización propuesta para 
las PRVB_A, las PRVB_B mostraron un total de 7 α-hélices, al mismo tiempo que los tres 
últimos residuos de cada loop forman parte también de los tres primeros residuos de la 
siguiente α-hélice. 
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Tabla 54. Grado de homología de cada una de las isoformas de PRVB_B frente a la estructura 
tridimensional de la PRVB β de M. bilinearis, según SWISS-MODEL. 
 
 
 
Las PRVB_C fueron modelizadas por SWISS-MODEL en base a la PRVB β de 
Cyprinus carpio expresada en E. coli (Cates y col., 1999) (Figura 117). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 117. Estructura tridimensional de la PRVB β de Cyprinus carpio expresada en E. coli. 
Fuente: SWISS-MODEL. 
 
El grado de identidad observado para cada una de las isoformas de PRVB_C y su 
estructura modelo se muestra en la Tabla 55. 
 
 
PRVB_B 
Parvalbúmina Identidad secuencia (%) Evalue 
M. merluccius (P2) 94 4,97e-30 
M. capensis (P5) 94 4,97e-30 
M. senegalensis (P8) 94 4,97e-30 
M. polli (P11) 94 1,23e-30 
M. paradoxus (P14) 94 3,59e-30 
M. hubbsi (P17) 95 1,41e-29 
M. gayi (P20) 95 1,41e-29 
M. gayi (P21) 84 1,59e-16 
M. australis polylepis (24) 95 1,41e-29 
M. australis australis (P28) 95 1,41e-29 
M. productus (P31) 94 2,60e-29 
M. bilinearis (P33) 95 3,33e-29 
Ma. nov. nov. (P36) 83 9,46e-29 
Ma. nov. magellanicus (P39) 83 9,46e-29 
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Tabla 55. Grado de homología de cada una de las isoformas de PRVB_C frente a la estructura 
tridimensional de la PRVB β de Cyprinus carpio expresada en E. coli, según SWISS-MODEL. 
 
 
 
La PRVB P37 de Ma. nov. nov. fue la que más se asemejó a la estructura real 
propuesta como modelo. 
Al igual que en los casos anteriores, la estructura está formada por 7 α-hélices 
flanqueando los principales loops, cuyos tres últimos residuos forman parte de los tres 
primeros residuos de la siguiente α-hélice. 
Como en el caso de las NDK, la confirmación final de la estructura tridimensional 
exacta de cada una de las distintas isoform las de PRVB, deberá ser realizada mediante 
futuros estudios de cristalografía o resonancia magnética. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRVB_C 
Parvalbúmina Identidad secuencia (%) Evalue 
M. merluccius (P3) 63 4,06e-13 
M. capensis (P6) 53 4,06e-8 
M. senegalensis (P9) 53 4,06e-8 
M. polli (P12) 63 4,06e-13 
M. paradoxus (P15) 67 1,94e-21 
M. hubbsi (P18) 59 3,89e-18 
M. gayi (P22) 67 1,07e-20 
M. australis polylepis (25) 69 5,90e-16 
M. australis australis (P29) 64 3,16e-13 
M. productus (P32) 61 1,43e-18 
M. bilinearis (P34) 69 8,72e-22 
Ma. nov. nov. (P37) 81 3,23e-24 
Ma. nov. magellanicus (P40) 75 3,07e-20 
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3.12. Análisis filogenético y estudio evolutivo de las especies de la familia 
Merlucciidae a partir de la secuenciación de las PRVBs 
 
Al igual que con las NDK, para la reconstrucción filogenética de todas las especies 
de la familia Merlucciidae, se utilizaron las secuencias aminoacídicas obtenidas para las 
42 isoformas de PRVBs. Para ello, las secuencias de PRVB_A, PRVB_B y PRVB_C fueron 
alineadas utilizando el programa de alineamiento CLUSTAL W (Thompson y col., 1994), 
incluido dentro del programa computacional MEGA 4 (Tamura y col., 2007) y el método 
de distancias de construcción de árboles filogenéticos UPGMA. La evaluación estadística 
de cada árbol filogenético fue realizada mediante Bootstrap (Felsenstein, 1985), a partir 
de la creación repetida y análisis de 1.500 réplicas de remuestreo aleatorio con datos 
artificiales. En la Figura 118 se muestra el árbol filogenético obtenido para las isoformas 
de PRVB_A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 118. Árbol filogenético UPGMA de la familia Merlucciidae obtenido a partir de los datos de 
secuenciación de PRVB_A de cada una de las especies. Se representa también el valor de Bootstrap 
para un total de 1.500 réplicas de remuestreo. 
 
Este primer árbol filogenético obtenido para las distintas especies de la familia 
Merlucciidae, muestra dos grandes grupos claramente diferenciados: por una parte las 
especies del género Merluccius y por el otro, las especies pertenecientes al género 
Macruronus. El valor de Boostrap para esta primera clasificación fue el más elevado 
(100%). Sin embargo, la mayoría de los restantes valores de remuestreo no fueron lo 
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suficientemente elevados, como para apoyar el resto de los resultados de la clasificación 
expuestos en el árbol filogenético. En consecuencia se realizaron nuevas clasificaciones 
con las otras isoformas de PRVB. Así, el árbol filogenético obtenido utilizando las distintas 
isoformas de PRVB_B se muestra en la Figura 119. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 119. Árbol filogenético UPGMA de la familia Merlucciidae, obtenido a partir de los datos de 
secuenciación de PRVB_B de cada una de las especies. Se representa también el valor de Bootstrap 
para un total de 1.500 réplicas de remuestreo. 
 
En este segundo árbol filogenético se muestra la clara diferenciación de ambos 
géneros, Merluccius y Macruronus, con un alto valor de Bootstrap (98%). Por otra parte y 
dentro de género Merluccius, se pueden observar dos grandes grupos con un valor de 
Bootstrap suficiente (61%) constituidos el primero de ellos, por las especies de merluza 
americanas y el segundo, por las especies de merluza euroafricanas. Asimismo dentro del 
primer subgrupo de merluzas americanas, se pueden separar claramente las especies M. 
bilinearis y M. productus con un valor de Bootstrap de un 52% y un 56%, 
respectivamente. Por otra parte, dentro ya del grupo de las merluzas euroafricanas con 
un 65% de Bootstrap, se separa la especie M. polli del resto de las merluzas 
euroafricanas. 
Finalmente al árbol filogenético obtenido con todas las isoformas de PRVB_C se 
muestra en la Figura 120. 
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Figura 120. Árbol filogenético UPGMA de la familia Merlucciidae, obtenido a partir de los datos de 
secuenciación de las PRVB_C de cada una de las especies. Se representa también el valor de 
Bootstrap para un total de 1.500 réplicas de remuestreo. 
 
Las PRVB_C permiten la clara separación filogenética de ambos géneros, 
Merluccius y Macruronus, con un 100% de Bootstrap, al mismo tiempo que consiguen la 
separación de la especie M. paradoxus, del resto de las especies del género Merluccius 
con un 65% de Bootstrap. 
Comparando los tres árboles filogenéticos, podemos observar cómo el árbol 
creado a partir de todas las secuencias de PRVB_B (Figura 119), además de ser más 
informativo, presenta unos valores de Bootstrap o remuestreo lo suficientemente 
elevados como para apoyar todos los resultados (>50%). Por esta razón, de las tres 
topologías propuestas, éste fue el árbol seleccionado para la interpretación de las 
relaciones filogenéticas. 
Existen dos hipótesis concernientes al origen y dispersión del género Merluccius 
que proponen que estas especies, se originaron en el Atlántico Norte a mediados del 
Oligoceno y que se dispersaron y entraron en el Pacífico, cuando se abrió el istmo de 
Panamá (Inada, 1981; Kabata y Ho, 1981). La única diferencia entre ambas hipótesis 
atiende a si la especie M. hubbsi deriva de las especies del Pacífico sureste (Szidat, 1981; 
Inada, 1981), o si procede de las especies del Atlántico noroeste (Kabata y Ho, 1981; 
Ho, 1990). Hasta la fecha todavía no se ha resuelto dicha duda, pero lo que sí parece 
claro es que existe una clara divergencia geográfica y filogenética de todas las especies 
pertenecientes al género Merluccius en dos grandes linajes: las merluzas americanas, 
comprendiendo a las especies del Atlántico oste y Pacífico este, y las merluzas 
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euroafricanas, que incluyen a las especies del Atlántico este (Roldán y col., 1999). Esta 
clara distinción puede ser observada en distintos estudios filogenéticos inferidos a partir 
de determinadas secuencias genéticas (Roldán y col., 1999; Quinteiro y col., 2000; 
Campo y col., 2007) y también, a partir de los resultados obtenidos en este trabajo 
utilizando las secuencias de las PRVB_B (Figura 119). Además en el presente trabajo, y 
al igual que otros estudios genéticos (Quinteiro y col., 2000), el grupo de las merluzas 
euroafricanas se puede dividir en dos grandes grupos: por un lado las especies M. 
merluccius, M. capensis, M. paradoxus y M. senegalensis y por el otro la especie M. polli 
(Figura 119). Aunque la distribución de M. polli solapa con la de M. senegalensis en las 
costas de Mauritania y Senegal, ambas especies habitan a distintas profundidades. Se 
especula que la especie M. polli podría ser descendiente directo de la merluza más 
ancestral (Roldán y col., 1999). En cuanto al grupo de las merluzas americanas los 
resultados expuestos permiten definir un gran conjunto compuesto por las especies M. 
hubbsi, M. gayi, y ambas subespecies de M. australis, separadas de la especie M. 
productus por un lado y de la especie M. bilinearis, por el otro. Esta última es 
considerada como la especie más ancestral dentro del grupo de las merluzas americanas 
(Roldán y col., 1999). Al igual que otros estudios filogenéticos (Roldán y col., 1999), no 
se observó ningún grado de divergencia entre ambas poblaciones de M. australis.  
Estos resultados filogenéticos concuerdan perfectamente con los observados por 
otros autores, poniendo de relieve que los estudios en proteómica también permiten 
inferir estudios filogenéticos. 
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4. CONCLUSIONES 
 
1. Siguiendo una estrategia Bottom-Up, las distintas isoformas de NDKs fueron 
identificadas y secuenciadas de novo a partir de la identificación de un total de un 
12,62% de los péptidos trípticos, mediante búsqueda frente a las bases de datos 
(SEQUEST), y de un 87,38% a partir de la utilización de distintos procedimientos 
de secuenciación de novo. 
  
2. La secuenciación de novo de los péptidos trípticos de las NDK mediante los 
programas de secuenciación de novo automáticos PEAKS Studio 4.2 y DeNovoX, 
dio lugar a un total de 90 secuencias tentativas. De entre ellas, el 25,3% 
correspondió a péptidos que presentaron cierto grado de homología con otras 
NDKs descritas en las bases de datos. Después de su supervisión manual, el 
12,6% de las secuencias obtenidas mediante PEAKS y el 11,6% de las obtenidas 
mediante DeNovoX, fueron consideradas como secuencias correctas. Estos 
resultados suponen que ambos programas de secuenciación de novo son 
equivalentes. 
 
3. La amplia mayoría (70,87%) de los espectros de fragmentación de las NDK, 
fueron correctamente identificados a partir de su interpretación manual, gracias a 
la ayuda de la información de la secuenciación parcial obtenida a partir de los 
programas de secuenciación de novo y, fundamentalmente, al programa en 
desarrollo PARSEQ 4, el cual dio lugar a un gran número de secuencias, un 19%, 
con más de un 90% de recubrimiento aminoacídico correcto. 
  
4. El grado de homología entre las NDKs estudiadas y la NDK B de Gillichthys 
mirabilis (Q9DFL9), fue de un 72,48% para las merluzas euroafricanas, de un 
71,81% para la especie M. bilinearis, de un 71,14% para las merluzas americanas 
y de un 69,79% para ambas subespecies del género Macruronus. 
  
5. La topología estructural asignada por el programa SWISS-MODEL para las 
distintas NDKs, fue realizada en base al modelo estructural recogido para la NDK 
A de la especie Homo sapiens. La estructura tridimensional que más se asemejó a 
este modelo correspondió a la NDK de la especie M. bilinearis. 
 
6. La comparación entre las secuencias obtenidas para las distintas NDKs, permitió 
la identificación de un conjunto de péptidos comunes y de otros diferenciales, que 
pueden ser considerados como potenciales biomarcadores. De entre todos ellos, 
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se eligieron un total de cuatro péptidos trípticos diferenciales y uno común, cuya 
presencia/ausencia permiten la determinación de especies pertenecientes a la 
familia Merlucciidae en una muestra, y en caso afirmativo la identificación 
concreta del género (Merluccius o Macruronus), su localización geográfica 
(merluza americana o euroafricana) y la identificación precisa de la especie M. 
bilinearis. 
 
7. La reconstrucción filogenética de las especies pertenecientes a la familia 
Merlucciidae a partir del análisis de las secuencias obtenidas para cada una de las 
NDK, mostró una clara separación entre ambos géneros (Merluccius y 
Macruronus), así como en función de su procedencia geográfica (merluzas 
americanas o euroafricanas). 
 
8. También mediante una estrategia Bottom-Up, las distintas isoformas de PRVBs 
fueron identificadas y secuenciadas de novo mediante su digestión enzimática 
utilizando para ello dos proteasas diferentes: tripsina y proteasa V8. A partir de la 
digestión con tripsina, se logró la identificación de un total de un 34,39% de los 
péptidos mediante búsqueda frente a las bases de datos (SEQUEST) y de un 
65,61%, a partir de la utilización de distintos procedimientos de secuenciación de 
novo. En cuanto a los péptidos digeridos con proteasa V8, las búsquedas 
mediante SEQUEST permitieron la identificación de un total de un 42,23% de los 
péptidos, siendo el 57,77% restante identificado mediante distintos 
procedimientos de secuenciación de novo. 
 
9. La secuenciación de novo de los péptidos trípticos de las PRVBs mediante los 
programas de secuenciación de novo PEAKS Studio 4.2 y DeNovoX, dio lugar a un 
total de 206 secuencias tentativas, de entre las cuales el 31,5% de los péptidos 
identificados mediante PEAKS y el 33% de los identificados mediante DeNovoX, 
correspondieron a péptidos que presentaron cierto grado de homología con otras 
PRVBs descritas en las bases de datos. Después de su supervisión manual, el 
18,4% de las secuencias obtenidas mediante PEAKS y el 22,3% de las secuencias 
obtenidas mediante DeNovoX, pudieron ser consideradas como secuencias 
correctas. 
 
10. La secuenciación de novo de los péptidos digeridos con proteasa V8 de las PRVBs 
mediante los programas de secuenciación de novo PEAKS Studio 4.2 y DeNovoX, 
dio lugar a un total de 93 secuencias tentativas de entre las cuales, el 29,03% de 
los péptidos identificados mediante PEAKS y el 19,3% de los identificados 
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mediante DeNovoX, correspondieron a péptidos que presentaron cierto grado de 
homología con otras PRVBs descritas en las bases de datos. Después de su 
supervisión manual, el 11,8% de las secuencias obtenidas mediante PEAKS y el 
8,6% de las secuencias obtenidas mediante DeNovoX, pudieron ser consideradas 
como secuencias correctas. 
 
11. La mayoría de los espectros de fragmentación obtenidos después de la digestión 
tanto con tripsina (47,7%), como con proteasa V8 (48,4%), fueron correctamente 
identificados a partir de la interpretación manual de sus respectivos espectros de 
fragmentación, gracias a la ayuda de la secuenciación parcial obtenida de los 
programas automáticos de secuenciación de novo. Asimismo, los espectros de 
fragmentación trípticos fueron asistidos en mayor medida gracias al programa en 
desarrollo PARSEQ 4, el cual dio lugar a un 44,37% de secuencias con más de un 
90% de recubrimiento aminoacídico correcto. 
 
12. La secuenciación de novo de ciertos péptidos trípticos asistida mediante el 
marcaje con 18º, permitió la adecuada localización de las series b/y en el espectro 
de fragmentación, facilitando en cierta medida la secuenciación de novo de ciertos 
espectros de fragmentación dudosos. 
 
13. Todo el trabajo de secuenciación de novo y búsqueda mediante SEQUEST, 
permitió la secuenciación de un total de 42 isoformas de PRVB, de las cuales un 
total de 26, fueron secuenciadas completamente. El grado de homología 
encontrado entre las PRVB_A estudiadas y la PRVB β de la merluza M. merluccius 
(PRVB_MERME/P02620), varió entre un 83,33% (P35 y P38) y un 100% (P1, P4 y 
P7). En cuanto a las PRVB_B, el grado de homología observado frente a la PRVB β 
de la especie M. bilinearis (PRVB_MERBI/P56503), varió entre un 67,60% (P21) y 
un 95,37% (P17, P20, P24, P28 y P33). Finalmente las isoformas de PRVB_C, 
presentaron un grado de homología frente a la PRVB β de la especie Theragra 
chalcogramma (Q90YK8_THECH/Q90YK8), muy variable entre un 43,52% (P6 y 
P9) y un 75,92% (P15). 
 
14. La topología estructural asignada por el programa SWISS-MODEL para las 
distintas isoformas de PRVB_A, correspondió a la PRVB β de la especie Cyprinus 
carpio. Las estructuras de las isoformas P26 y P30 fueron las que más se 
asemejaron a dicha estructura modelo. La topología estructural para las isoformas 
de PRVB_B, fue modelizada en base a la estructura de la PRVB β de M. bilinearis. 
La PRVB_B P11 de M. polli fue la que más se asemejó a dicha estructura. 
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Finalmente, las PRVB_C fueron modelizadas en base a la PRVB β de Cyprinus 
carpio, expresada en E. coli. De entre todas estas isoformas, la que presentó 
mayor identidad fue la PRVB P37 de Ma. nov. nov. 
 
15. La secuenciación de novo de las distintas isoformas de PRVB permitió la 
definición de una serie de 11 péptidos trípticos diferenciales, cuya 
presencia/ausencia en una muestra, podrían dar lugar a la identificación 
inequívoca del género, procedencia geográfica y la identificación de la especie 
utilizada en dicha muestra. 
 
16. La reconstrucción del árbol filogenético de las especies pertenecientes a la familia 
Merlucciidae, a partir del análisis de las secuencias obtenidas para cada una de las 
PRVB, mostró que las isoformas de PRVB_B son las más discriminantes, dando 
lugar a una clara distinción entre ambos géneros, así como en función de su 
procedecia geográfica y la separación individual de ciertas especies.   
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CAPÍTULO IV 
Desarrollo de un procedimiento de análisis rápido por LC-ESI-IT-
MS/MS utilizando el modo SMIM (Selected MS/MS Ion Monitoring) 
para la identificación de las principales especies comerciales de la 
familia Merlucciidae 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
En el presente capítulo se expone el desarrollo de un procedimiento rápido, 
mediante espectrometría de masas, para la identificación, en toda la cadena alimentaria, 
de las principales especies comerciales de la familia Merlucciidae. A día de hoy, la 
mayoría de las técnicas disponibles en el mercado están basadas en tecnologías 
genéticas, con las que no es posible la identificación de los productos elaborados a partir 
del género Macruronus. Dicho género, constituye una importante pesquería y 
comúnmente suele ser utilizado en productos procesados o precocinados, como 
sustitutos de especies de mayor valor comercial pertenecientes al género Merluccius. Por 
otro lado, las técnicas de DNA exigen una metodología larga y laboriosa, que incluyen 
numerosas etapas hasta la determinación final de la especie, al cabo de 18-48 h de 
análisis. Se hace necesario, por tanto, el desarrollo de una nueva herramienta 
complementaria o alternativa a las metodologías ya propuestas, que resuelva los 
inconvenientes citados anteriormente, mejorando en este sentido la rapidez en el 
diagnóstico y la sencillez en el análisis. Con este fin, en este capítulo se propone una 
nueva metodología basada en la monitorización, mediante espectrometría de masas, 
trabajando en modo SMIM, de una serie de péptidos específicos de las NDK o de las 
PRVB, ya identificados y caracterizados, de acuerdo a lo descrito en el Capítulo III.  
De forma general e introductoria parece necesario puntualizar que la mayoría de 
los espectrómetros de masas pueden adquirir datos mediante la aplicación de distintos 
modos de barrido: Full Scan, Selected Ion Monitoring (SIM), Selected Ion Reaction 
Monitoring (SIRM), Consecutive Reaction Monitoring (CRM) y Selected MS/MS Ion 
Monitoring (SMIM) (Jorge y col., 2007). Como se ha descrito en capítulos anteriores, el 
barrido completo o Full Scan permite la detección de todos los iones comprendidos entre 
dos determinados valores de m/z. No obstante, se puede conseguir una mayor 
sensibilidad en la detección si los analizadores de masas se concentran solamente en uno 
o varios iones de interés; este tipo de modo de barrido se conoce como Selected Ion 
Monitoring o SIM. En una trampa iónica se consigue atrapando únicamente los iones con 
un rango muy estrecho de m/z, aunque hay que tener en cuenta que este modo de 
barrido no permite obtener una información estructural del compuesto. Sin embargo, el 
barrido Selected Ion Reaction Monitoring o SIRM es el modo de trabajo más utilizado 
para realizar una cuantificación precisa y específica mediante MS. Consiste en la 
selección y fragmentación de un ión precursor y en la posterior monitorización de uno de 
sus iones fragmento. Sería como el SIM de un ión fragmento. Algunos detectores de 
masas, como las trampas iónicas, pueden ser programados para que uno de los iones 
fragmento sea nuevamente fragmentado, obteniendo así un espectro MS3, para a 
continuación monitorizar uno de estos iones fragmento MS3. Este modo de trabajo se 
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conoce como Consecutive Reaction Monitorig o CRM y consigue un considerable 
incremento de la especificidad a expensas de la sensibilidad. 
Mientras que SIRM y CRM son los modos de monitorización más sensibles para la 
identificación de péptidos, estos no proporcionan información sobre los espectros MS/MS 
o MS3. Además, se hace necesario la identificación previa del péptido y la comprobación 
de la especificidad de los iones fragmento a monitorizar. Sin embargo, cuando se trabaja 
con mezclas complejas de péptidos, suele ser difícil encontrar iones fragmento 
específicos. En estos casos, los espectros de MS/MS de los péptidos bajo estudio, son de 
principal importancia para confirmar la naturaleza de la especie identificada, para 
detectar alteraciones en la secuencia o para encontrar el sitio exacto de una determinada 
PMT. En estas circunstancias, el detector de masas puede ser programado para realizar 
continuas fragmentaciones de los iones precursores seleccionados a lo largo de todo el 
gradiente cromatográfico. Este modo de trabajo se conoce como Selected MS/MS Ion 
Monitoring o SMIM (Jorge y col., 2007) y presenta dos importantes ventajas frente a los 
otros modos de barrido: por un lado consigue un considerable incremento en la 
sensibilidad debido al promedio de varios espectros MS/MS, y por el otro, es un modo de 
trabajo que permite obtener cromatogramas virtuales para los diferentes iones 
fragmento.  
La monitorización mediante SMIM de los péptidos específicos de PRVB y el 
ingenioso desarrollo metodológico propuesto en el presente capítulo, ha dado lugar al 
desarrollo de un nuevo procedimiento de autentificación más simple, rápido y eficiente, 
con el que, inequívocamente se logra la identificación, en menos de 2 h, de todas las 
principales especies comerciales de la familia Merlucciidae, en cualquier etapa de la 
cadena alimentaria y en cualquier producto ya sea fresco, refrigerado, congelado, 
procesado, elaborado o precocinado. Este procedimiento se validó mediante su aplicación 
a una serie de productos comerciales.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Digestión de proteínas en solución con tripsina 
 
Un total de 100 µg del extracto de proteínas sarcoplásmicas se secó a vacío en un 
speed-vac y se desnaturalizó por la adicción de 25 µL de urea 8M, en bicarbonato 
amónico 25 mM pH 8,0. Una vez sonicada la muestra durante 5 min, se le añadió DTT en 
bicarbonato amónico 25 mM pH 8,25, de manera que la concentración final de este 
reactivo fuese 10 mM y se incubó a 37ºC durante 1h. Seguidamente se adiccionó 
iodoacetamida a una concentración final de 50 mM y se incubó a temperatura ambiente 
en oscuridad durante 45 min. Transcurrido este tiempo, la mezcla se diluyó cuatro veces 
con bicarbonato amónico 25 mM pH 8,25 con el fin de reducir la concentración de urea 
presente en la muestra y se digirió durante al menos 12 h a 37ºC con tripsina 
(Sequencing grade; Promega) a una relación de 1:50 proteasa:proteína, en bicarbonato 
amónico 25 mM. Alrededor de unos 75 fmoles del digerido, se desalaron individualmente, 
se concentraron utilizado resinas de fase reversa C18 tipo ZipTip (Millipore) y se eluyeron 
en 10 µL de 0,1% fórmico/50% acetonitrilo. 
 
2.2. Caracterización del proteoma sarcoplásmico mediante una aproximación 
Shotgun  
 
El digerido tríptico se analizó mediante LC-ESI-IT-MS/MS utilizando un sistema 
cromatográfico monodimensional constituido por un HPLC modelo SpectraSystem P4000 
(Thermo Fisher), acoplado a un equipo de MS trampa iónica tridimensional modelo LCQ 
Deca XP Plus (Thermo Fisher) trabajando con una fuente de microspray. Para ello, se 
inyectaron directamente los 10 µL del digerido y se separaron los péptidos en una 
columna de RP BioBasic-18, utilizando un gradiente lineal de 90 min del 5% al 60% de 
fase móvil B, a un flujo de 1,5-1,7 µL/min (fase móvil A: 0,5% de ácido acético en agua; 
fase móvil B: 80% acetonitrilo en 0,5% ácido acético). Se aplicó un voltaje de 3,5 kV, un 
flujo de N2 de 10 unidades arbitrarias para favorecer la ionización y se ajustó la 
temperatura del capilar de entrada a 200ºC. Los péptidos fueron detectados en modo 
Doble Play realizando un barrido completo (FullScan) de 400 a 1600 amu (3 µscans), 
seguido por 5 eventos consecutivos de MS/MS (5 μscans), utilizando una ventana de 
aislamiento de 3 amu y una energía de colisión normalizada de un 35%. Se aplicó el 
método de exclusión dinámica durante 3 min, para evitar que los picos ya fragmentados 
lo fueran repetidamente. Los iones monocargados fueron descartados. 
Los espectros MS/MS se analizaron utilizando el programa SEQUEST (Bioworks 3.1 
package, Thermo Fisher) frente a la base de datos NCBInr. La búsqueda fue realizada 
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teniendo en cuenta una serie de parámetros, como: enzima utilizada (tripsina o proteasa 
V8), masas monoisotópicas, hasta dos sitios de corte consecutivos de la enzima fallidos, 
tolerancia de masa del ión precursor de ±1,8 Da y de ±0,8 Da para los iones fragmento 
y tres modificaciones variables, (Acet) (acetilación del extremo N-terminal), C* (cisteína 
carbamidometilada) y Mox (metionina sulfóxido). 
Los resultados obtenidos por SEQUEST se evaluaron de forma semiautomática, a 
partir del programa desarrollado por el grupo de Química de Proteínas y Proteómica del 
CBMSO que dirige el investigador J. Vázquez,  
www.cbm.uam.es/jvazquez/bioinformatics.htm, para ajustar las distribuciones de 
puntuaciones de SEQUEST a una distribución gaussiana y calcular automáticamente la 
probabilidad y el FDR (False Discovery Rate), para cada uno de las asignaciones 
peptídicas de cada uno de los espectros de fragmentación. Para ello, además de la 
búsqueda mediante SEQUEST frente a la base de datos NCBInr, se realizó una nueva 
búsqueda frente a la misma base de datos pero invertida, de manera que los resultados 
obtenidos permitieron establecer la distribución de falsos positivos habidos en la 
muestra. 
 
2.3. Purificación de las PRVBs 
 
Una vez extraídas las proteínas sarcoplásmicas (ver epígrafe 2.2 del Capítulo I) la 
purificación de las proteínas termoestables, principalmente las parvalbúminas, se 
optimizó calentando 1 mL del extracto proteico en un baño de agua a distintas 
temperaturas (60ºC-90ºC) durante 5 min. Como resultado de este procedimiento 
precipitaron todas las proteínas excepto las termoestables. Seguidamente, los viales se 
centrifugaron a 40.000 x g 10 min y el sobrenadante se recogió en un nuevo vial. La 
concentración de proteína se cuantificó mediante el método del BCA. 
 
2.4. Digestión ultrarrápida de las parvalbúminas con tripsina 
 
Unos 20 µg del sobrenadante obtenido anteriormente se digirió enzimáticamente 
con tripsina (Promega) en un volumen final de 30 µL, aplicando simultáneamente 
ultrasonidos de alta intensidad focalizados (López-Ferrer y col., 2005). Para ello se 
añadió a la muestra 1 µg de tripsina diluida en bicarbonato amónico 25 mM y se 
introdujo una sonda de ultrasonidos (calibre de 1 mm, intensidad 50%; Dr. Hielscher, 
Teltow, Alemania), durante 1 min. Se añadió 1 µg más de tripsina y se repitió la 
aplicación de ultrasonidos durante 1 min más. 
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2.5. Separación y monitorización de péptidos mediante SMIM (Selected MS/MS 
Ion Monitoring) en un sistema LC-ESI-IT-MS/MS 
 
Como etapa recomendable, pero opcional, los péptidos resultantes de la digestión 
se desalaron y concentraron a través de pequeñas columnas de RP tipo ZipTip C18. A 
continuación, unos 0,05 µg del extracto peptídico, se separaron en un sistema HPLC-RP 
acoplado a un espectrómetro de masas, con una fuente de ionización microspray y con 
una trampa iónica lineal o tridimensional como analizador (LTQ o LCQ Deca XP, Thermo 
Fisher). La separación se realizó a través de una columna capilar RP modelo BioBasic-18 
a un flujo de 1,5-2 µL/min, utilizando un gradiente corto de 30 min del 5% al 60% de 
solvente B (solvente A: 0,5% ácido acético (v/v); solvente B: 0,5% ácido acético (v/v), 
80% acetonitrilo (v/v)). A medida que los péptidos iban eluyendo de la columna 
cromatográfica, el espectrómetro de masas configurado en modo SMIM, realizó una 
monitorización continua de los espectros de fragmentación mediante CID, de los iones 
doblemente cargados de cada uno de los péptidos específicos descritos en el texto. Para 
la electronebulización, se estableció una diferencia de potencial de 3,5 kV y un flujo de N2 
de 10 unidades arbitrarias. La temperatura del capilar se fijó en 200ºC y los eventos de 
fragmentación se realizaron utilizando una energía de colisión normalizada en un 35% y 
una apertura para el aislamiento del ión precursor de 3 amu. 
 Para cada ión precursor se representó el cromatograma “virtual” de uno de los 
iones fragmento -(masa del ión precursor→masa del ión fragmento)-, utilizando el 
programa Qual Browser (Thermo Fisher). 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Procedimiento para la identificación de las principales especies comerciales 
de la familia Merlucciidae, a partir de los péptidos diferenciales de las NDK, 
mediante LC-MS trabajando en modo SMIM 
 
Los péptidos diferenciales de las NDK, identificados en el Capítulo III, fueron 
utilizados como biomarcadores para la clasificación e identificación de las principales 
especies comerciales de la familia Merlucciidae, a partir de su monitorización mediante 
un sistema LC-MS, en fase reversa, trabajando en modo Selected MS/MS Ion Monitoring 
o SMIM. En este modo de trabajo, el equipo de MS es programado para realizar 
continuamente, a lo largo de todo un gradiente cromatográfico, eventos cíclicos de 
MS/MS de los iones precursores previamente seleccionados (Figura 121). Este modo de 
operación presenta una gran sensibilidad, debido a que se promedian varios espectros de 
fragmentación para cada uno de los iones precursores. Utilizando como analizador una 
trampa iónica tridimensional, se pueden monitorizar adecuadamente un máximo de unos 
10 iones distintos mediante SMIM. Sin embargo debido a la gran velocidad con la que la 
trampa iónica lineal hace barridos, este instrumento puede llegar a monitorizar 
continuamente hasta un máximo de 30 iones.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 121. Esquema del modo de trabajo SMIM. (S1) Primer ión seleccionado. 
 
Los iones doblemente cargados de las NDK, presentados en el diagrama de flujo 
de la Figura 82 del Capítulo III y en la Figura 122 del presente capítulo, se utilizaron para 
llevar a cabo la discriminación o clasificación secuencial de las distintas especies de la 
familia Merlucciidae.  
Full Scan 
MS/MS S1 
MS/MS S2 
MS/MS Sn 
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Figura 122. Diagrama de flujo representado las secuencias de aminoácidos de los péptidos 
trípticos de las NDK, necesarios para la clasificación de las principales especies comerciales de la 
familia Merlucciidae. Se muestran, así mismo, los m/z de los correspondientes iones doblemente 
cargados. 
 
Con este propósito, el extracto sarcoplásmico entero de la especie o muestra a 
identificar se sometió directamente a una digestión en solución con tripsina y los péptidos 
resultantes, fueron monitorizados en un equipo LC-MS trabajando en modo SMIM, 
centrándose únicamente en los cuatro iones doblemente cargados del diagrama anterior. 
La separación cromatográfica del conjunto de péptidos del extracto fue realizada durante 
un gradiente largo de 135 min en un sistema HPLC-RP. En la Figura 123 se muestra un 
esquema general del procedimiento utilizado. 
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M. paradoxus  
M. bilinearis 
 Merluzas americanas 
N S 
M. hubbsi o 
M. gayi o 
M. australis polylepis o 
M. australis australis o 
665,80 
   [M+2H]2+ 
TFVAIKPDGVQR  
(Acet)MEQTFIAIKPDGVQR  
887,89 
  [M+2H]2+ 
 Merluzas euroafricanas 
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Figura 123. Esquema general del procedimiento para la clasificación de las principales 
especies comerciales de la familia Merlucciidae, utilizando los péptidos diferenciales de las NDK. 
 
 
 
MUESTRA PROBLEMA 
 
Productos frescos, refrigerados o congelados 
EXTRACCIÓN PROTEÍNAS SARCOPLÁSMICAS 
Tiempo: 20 min 
Tiempo: 15 h 
Tiempo: 135 min 
MONITORIZACIÓN DE 4 PÉPTIDOS DIFERENCIALES 
DE LAS NDK MEDIANTE LC-MS/MS EN MODO SMIM 
Procedencia geográfica: euroafricana o americana 
M. bilinearis 
Género Merluccius o Macruronus 
Familia Merlucciidae u otras especies 
A
b
u
n
d
an
ci
a 
R
el
at
iv
a 
Tiempo 
DIGESTIÓN EN SOLUCIÓN CON TRIPSINA DEL EXTRACTO ENTERO 
SARCOPLÁSMICO 
Tiempo total: 17 h 35 min  
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Para aumentar la especificidad del análisis y reducir el ruido en el cromatograma 
final, los resultados fueron representados como cromatogramas virtuales obtenidos para 
uno de los iones fragmento de cada uno de los cuatro iones precursores. El par formado 
por un ión precursor y uno de sus fragmentos se conoce como “transición” y se 
representa de la siguiente manera, (Ión precursor→Ión fragmento) (Tabla 56). 
 
Tabla 56. Iones precursores y fragmento de las NDK para el análisis mediante SMIM. 
 
 
 
 
 
 
Aunque se utilizó una mezcla compleja de péptidos provenientes de un extracto 
proteico sin purificar, la combinación del tiempo de retención y la m/z del ión precursor 
junto con la representación del ión producto específico, hizo posible la clasificación de los 
distintos miembros de la familia Merlucciidae. Así en la Figura 124a se muestra cómo los 
extractos sarcoplásmicos del género Macruronus presentaron únicamente la transición 
497,76→675,32 (y”6+), con una buena señal/ruido (S/N). Por el contrario, los extractos 
pertenecientes a todas las especies del género Merluccius presentaron las transiciones 
497,76→675,32 (y”6+) y 699,30→1057,30 (y”10+) (Figura 124b). Dentro del género 
Merluccius, la presencia o ausencia de la transición 665,80→799,30 (y”7+), permitió la 
clasificación de las especies de merluza en dos grandes grupos: merluzas euroafricanas 
(presencia) y merluzas americanas (ausencia) (Figuras 124b, c). Finalmente, como se 
puede observar en la Figura 124d, los extractos de la especie M. bilinearis presentaron 
una transición específica: 887,89→1096,50 (y”10+). 
En la Figura 125 se muestra los espectros de fragmentación para cada uno de 
estos cuatro péptidos específicos. 
Los resultados obtenidos mediante este novedoso procedimiento demuestran que 
con sólo cuatro péptidos diferenciales de las NDK, es posible la discriminación o 
clasificación de las distintas especies, en cuatro etapas: 
a) Detección de especies pertenecientes a la familia Merlucciidae. 
b) Discriminación entre ambos géneros (Merluccius y Macruronus). 
c) Para el caso de las especies del género Merluccius, determinación de la 
procedencia geográfica: merluzas euroafricanas y merluzas americanas. 
d) Identificación específica de la especie M. bilinearis. 
 
 
Secuencia Ión precursor →Ión fragmento 
GDFCINIGR 497,76→675,32 (y”6+) 
NIIHGSDTVENAK 699,30→1057,30 (y”10+) 
TFVAIKPDGVQR 665,80→799,30 (y”7+) 
(Acet)MEQTFIAIKPDGVQR 887,89→1096,50 (y”10+) 
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Figura 124. Discriminación de las especies de la familia Merlucciidae a partir de la monitorización 
de cuatro péptidos trípticos de las NDK, utilizando LC-MS/MS trabajando en modo SMIM. La trampa 
iónica fue configurada para realizar la fragmentación continuada de los péptidos específicos: 
497,76; 699,30; 665,80 y 887,89 [M+2H]+2. Los cromatogramas de los iones fragmento de cada 
uno de los iones precursores (675,32; 1057,30; 799,30 y 1096,60, respectivamente) se representa 
en función del tiempo de retención. Resultados para la discriminación del género Macruronus (a), 
para la discriminación de las merluzas americanas del género Merluccius (b), de las merluzas 
euroafricanas del género Merluccius (c), y de la especie M. bilinearis del resto de especies de esta 
familia (d). (La escala de abundancia relativa es la misma en todos los ejemplos presentados). 
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Figura 125. Espectros de fragmentación de los iones doblemente cargados para los cuatro 
péptidos diferenciales de las NDK. 
 
Con esta primera aplicación de la metodología SMIM a la identificación de especies 
tan relacionadas filogenéticamente, se logra la clasificación de las mismas en un tiempo 
total de 17 h y 35 min, superando por tanto en rapidez, a todas las metodologías 
descritas hasta el momento. Los resultados aquí expuestos han sido publicados en la 
siguiente referencia: Carrera y col., 2007.  
Cabe destacar también que, debido a la utilización de péptidos diferenciales de las 
NDK, el campo de aplicación de este procedimiento se reduce a la discriminación de 
especies procedentes de productos frescos, refrigerados o congelados. Con el fin de 
ampliar el campo de aplicación a productos precocinados y reducir el tiempo de análisis, 
se planteó un nuevo procedimiento basándose para ello en el análisis mediante SMIM de 
los péptidos diferenciales procedentes de las parvalbúminas, proteínas con una gran 
termoestabilidad. Dicho procedimiento se expone con más detalle en el siguiente 
apartado.  
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3.2. Procedimiento para la identificación de las principales especies comerciales 
de la familia Merlucciidae a partir de los péptidos diferenciales de las PRVBs, 
mediante LC-MS trabajando en modo SMIM 
 
El procedimiento que aquí se presenta se caracteriza por las siguientes etapas 
(Figura 126): 
 
a) extracción de las proteínas sarcoplásmicas del músculo blanco de la muestra. 
b) purificación de las parvalbúminas, proteínas termoestables, mediante tratamiento 
térmico del extracto sarcoplásmico. 
c) digestión ultrarrápida con tripsina de la solución anterior, mediante la aplicación 
de ultrasonidos de alta intensidad focalizados (HIFU, High Intensity Focused 
Ultrasound).  
d) separación y monitorización de 11 péptidos específicos, obtenidos de la digestión 
anterior, mediante un sistema de HPLC-RP acoplado a un espectrómetro de masas 
trabajando en modo SMIM. 
e) análisis del conjunto de péptidos cuya combinación de presencia/ausencia 
permitirá al usuario la determinación de la presencia de merluza o merluza de cola 
en la muestra, y en caso afirmativo, la identificación de su procedencia geográfica 
y de la especie concreta utilizada. 
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Figura 126. Esquema general del procedimiento para la identificación de las principales especies 
comerciales de la familia Merlucciidae. 
 
MUESTRA PROBLEMA 
 
Productos frescos, refrigerados, congelados, procesados o precocinados 
 
EXTRACCIÓN PROTEÍNAS SARCOPLÁSMICAS 
Homogenizar 5 g músculo blanco en un tampón de baja 
fuerza iónica o agua  
PURIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS TERMOSTABLES 
(PARVALBÚMINAS) 
DIGESTIÓN PEPTÍDICA CON TRIPSINA CON ULTRASONIDOS DE 
ALTA INTENSIDAD FOCALIZADOS 
Tiempo: 20 min 
Tiempo: 25 min 
Tiempo: 2 min 
Tiempo: 60 min 
DETERMINACIÓN DE 11 PÉPTIDOS ESPECÍFICOS 
POR LC-MS/MS EN MODO SMIM 
Tiempo total: 107 min  
Calentar 70ºC 5 min 
Centrifugar 40.000 x g 10 min 
Cuantificación proteica 10 min 
Familia Merlucciidae u otras especies 
Género Merluccius o Macruronus 
Procedencia geográfica: euroafricana o americana 
Identificación de la especie concreta A
b
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La termoestabilidad de las parvalbúminas es la característica central de este 
procedimiento, de manera que gracias a la misma, la aplicación de esta metodología 
puede ser extendida no sólo a todos los productos frescos, refrigerados o congelados, 
sino también a aquellos productos que hayan sido sometidos a algún tipo de 
procesamiento térmico, excepto la esterilización. La termoestabilidad de las distintas 
isoformas de parvalbúminas, fue determinada directamente mediante calentamiento del 
extracto sarcoplásmico a distintas temperaturas (60-90ºC).  
Con el fin de identificar qué proteínas permanecen en el extracto después del 
tratamiento térmico, se realizó una primera caracterización del proteoma sarcoplásmico 
entero, previo al calentamiento, mediante los dos tipos de estrategias Bottom-Up. Por un 
lado se identificaron la mayoría de los spots resueltos en los geles 2-DE y por el otro, se 
realizó una caracterización más exhaustiva mediante una sencilla aproximación Shotgun. 
 
3.2.1. Identificación de las proteínas sarcoplásmicas resueltas en los geles 2-
DE, mediante una aproximación clásica de la proteómica Bottom-Up 
 
En primer lugar se procedió a la identificación de las proteínas presentes en la 
gran mayoría de regiones o conjuntos de spots de la fracción sarcoplásmica, resuelta en 
los geles 2-DE preparativos. Estas regiones (R1-R9) correspondieron principalmente a los 
conjuntos de spots diferenciales observados previamente para la primera área acotada 
de los geles 2-DE analíticos (Figura 127). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 127. Geles 2-DE preparativos para M. merluccius (A) y Ma. nov. nov. (B) donde se han 
indicado las distintas regiones de spots que han sido analizadas mediante MS/MS. 
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Para ello las distintas regiones fueron digeridas en gel con tripsina y analizadas 
mediante LC-ESI-IT-MS/MS en modo Triple Play. Los datos obtenidos permitieron 
identificar las proteínas correspondientes utilizando el programa SEQUEST y la base de 
datos NCBInr. De este modo, se estudiaron por triplicado los geles de dos especies 
representativas para cada uno de ambos géneros. Así para el género Merluccius se 
analizó la especie M. merluccius y para el género Macruronus la especie Ma. nov. nov. El 
resultado del repertorio proteico identificado mediante esta aproximación clásica se 
muestra en la Tabla 57. 
 
Tabla 57. Especies proteicas identificadas en los geles 2-DE preparativos. 
 
Exp. (experimental); Teór. (teórico); Pépt. coin (péptidos coincidentes); No Id. (no identificada). 
 
Los distintos péptidos identificados para cada una de las regiones se muestran en 
las Tablas A36-A42 del Anexo electrónico de esta tesis. No obstante, las regiones R4 y R9 
no pudieron ser identificadas correctamente, posiblemente debido a la falta de 
información disponible en las bases de datos y/o al insuficiente nivel de confianza que 
ofrecieron los motores de búsqueda. Este primer análisis mediante proteómica de 
expresión permitió la identificación de la amplia mayoría de proteínas sarcoplásmicas 
resueltas en este tipo de geles. Dichos resultados concuerdan perfectamente con los 
datos obtenidos previamente por otros autores, cuando los mismos analizaron mediante 
2-DE y MALDI-TOF, la fracción sarcoplásmica de una serie de productos cárnicos 
(Picariello y col., 2006). 
Región 
Mr (kDa) 
(Exp.) 
pI (Exp.) Proteínas encontradas 
Pépt. 
coin. 
Mr 
(kDa) 
(Teór.) 
pI 
(Teór.) 
R1 80-98 5,85-6,55 Glucógeno fosforilasa 9 97,38 6,48 
R2 60-67 5,90-6,20 Fosfoglucomutasa 3 61,27 6,29 
R3 62-73 6,20-6,70 Piruvato quinasa 5 58,06 7,04 
R4 45-56 5,82-6,20 No Id. --- --- --- 
R5 46-67 6,20-6,90 Enolasa 16 47,28 6,25 
R6 37,5-45 5,85-6,55 
Creatina quinasa// 
Aldolasa 
17 
5 
42,84 
39,41 
6,34 
6,44 
R7 30-45 6,20-6,90 
Gliceraldehido 3-fosfato 
deshidrogenasa 
11 36,31 6,71 
R8 25-37 6,55-6,90 Triosa fosfato isomerasa 10 26,74 7,12 
R9 33-45 5,52-6,20 No Id. --- --- --- 
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Atendiendo a sus principales funciones, la amplia mayoría de las especies 
proteicas identificadas, excepto las NDKs y las PRVBs, correspondieron a enzimas 
involucradas en el metabolismo de carbohidratos (Figura 128). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 128. Distribución funcional de las especies proteicas identificadas en los geles 2-DE 
preparativos. 
 
 De entre todas ellas podemos destacar varias proteínas que podrían ser las 
responsables de la tinción específica para fosfoproteínas observada previamente en los 
geles 2-DE teñidos con Pro-Q Diamond del Capítulo I (Figura 53). Así, la glucógeno 
fosforilasa de la región R1, es una enzima (EC 2.4.1.1) que presenta dos formas 
interconvertibles, la glucógeno fosforilasa b, menos activa, que no está fosforilada y la 
glucógeno fosforilasa a, más activa y fosforilada. Esta última posiblemente podría ser la 
responsable de la tenue tinción fluorescente observada en dichos geles. Además en la 
región R2 se identificó a la fosfoglucomutasa, enzima (EC 2.7.5.1) que de forma 
reversible intercambia un grupo fosfato entre las posiciones 1’ y 6’ de un monómero de 
glucosa. Esta fosfoserina en la región R2 corroboraría la alta intensidad de tinción 
específica para fosfoproteínas observada. Finalmente, en la región R6 se identificaron dos 
especies proteicas diferentes. Por un lado la creatina quinasa o creatina fosfoquinasa, 
enzima (EC 2.7.3.2) que cataliza la refosforilación del ADP para formar ATP, utilizando la 
fosfocreatina, que se encuentra en exceso en comparación con el contenido de ATP, para 
la provisión de la fosforilación. Y por el otro lado, la enzima aldolasa (EC 4.1.2.13), 
implicada en la división reversible de la fructosa-1,6-bifosfato en dos triosas fosfato. En 
un principio y aun solapando sus spots, hay que puntualizar que la fluorescencia 
específica de fosfoproteínas observada en dicha región, corresponde esencialmente a la 
creatina quinasa y no a esta última. 
Todas las proteínas identificadas juegan un importante papel a la hora de regular 
el metabolismo de la glucosa no solo en el músculo esquelético, sino también en todo el 
cuerpo. El músculo esquelético blanco de los Teleósteos tiene pocas mitocondrias, se 
contrae muy rápido y puede sostener contracciones repetitivas en muy poco tiempo. Este 
tipo de músculo depende de la ruta glucolítica como fuente principal de ATP, además de 
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que en reposo contiene el equivalente a un 1% de su peso en forma de glucógeno, que 
constituye una significativa fuente de ATP para la contracción muscular. La regulación de 
las enzimas implicadas en el metabolismo de la glucosa, en el músculo esquelético, 
ocurre como respuesta a cambios en la demanda de ATP, la disponibilidad de sustratos y 
en respuesta a la estimulación hormonal y neural. Así, las diferencias de expresión para 
cada una de estas enzimas, consideradas en los resultados del Capítulo I, posiblemente 
atiendan a diferencias en el control transcripcional de la expresión génica de 
determinadas enzimas clave del metabolismo de la glucosa, ante diferentes hábitos 
alimenticios, natatorios, hormonales, etc, particulares de cada especie. 
 
3.2.2. Identificación de las proteínas sarcoplásmicas mediante la aproximación 
Shotgun de la proteómica Bottom-Up 
 
En este apartado las proteínas de la fracción sarcoplásmica fueron identificadas y 
caracterizadas utilizando una aproximación Shotgun. Debido a la simplicidad del 
proteoma sarcoplásmico, previamente observado mediante 2-DE, se decidió utilizar un 
único sistema de cromatografía líquida en fase reversa para la separación de la mezcla 
de péptidos. Este sistema fue acoplado directamente a un espectrómetro de masas con 
una trampa iónica tridimensional como analizador. Para obtener un mayor número de 
espectros de fragmentación, el análisis no fue realizado utilizando el modo de 
funcionamiento Triple Play, sino que se realizó en un modo Doble Play, omitiendo el 
evento Zoom Scan y adquiriendo de forma consecutiva un total de 5 eventos de MS/MS 
mediante CID, a partir de un mismo Full Scan (Figura 129). La información que ofrece el 
Zoom Scan es a menudo muy útil para la interpretación de espectros de MS/MS, 
sobretodo para la realización de estudios de secuenciación de novo, como los 
presentados en el Capítulo III. Sin embargo a la hora de realizar estudios a gran escala, 
el espectro Zoom Scan suele ser omitido, con el fin de obtener un mayor número de 
espectros de fragmentación a expensas de la exactitud en la masa. A lo largo de toda la 
separación cromatográfica se utilizó una exclusión dinámica de tres minutos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 129. Esquema del modo de trabajo Doble Play con 5 MS/MS. (DE) exclusión dinámica. 
Full Scan 
MS/MS DE 
5 
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En estas condiciones las separaciones cromatográficas de 135 min generaron un 
promedio de unas 1.380 fragmentaciones peptídicas por muestra. Este valor está muy 
por debajo del número de espectros de fragmentación esperados para un experimento 
Shotgun a gran escala, en donde estaríamos hablando de varias decenas de miles de 
espectros. Esta escasa colección de espectros posiblemente sea debida a que sólo se 
utilizó una única separación cromatográfica. 
Las digestiones en disolución con tripsina de los extractos enteros de la fracción 
sarcoplásmica de dos especies representativas de ambos géneros se analizaron por 
triplicado. Así, para el género Merluccius se caracterizó la especie M. merluccius y para el 
género Macruronus la especie Ma. nov. nov. El conjunto de espectros de fragmentación 
fue procesado utilizando el motor de búsqueda SEQUEST frente a la base de datos 
NCBInr. Para evaluar los resultados del SEQUEST, en este caso, no se recurrió ni al 
análisis individual de los valores paramétricos (XCorr≥2,5 para péptidos con carga +≥3, 
XCorr≥2,0 para péptidos con carga +2,  XCorr>1,5 para péptidos con carga +1 y el 
ΔCn>0,1), ni a la laboriosa interpretación manual de sus espectros de fragmentación, 
sino que se aplicó un modelo estadístico, para discernir aquellas asignaciones correctas 
de las que habían sido atribuidas al azar (López-Ferrer y col., 2004). Este análisis fue 
realizado de forma automática gracias al programa desarrollado por el laboratorio de 
Química de Proteínas y Proteómica del CBMSO, que dirige el investigador J. Vázquez, 
www.cbm.uam.es/jvazquez/bioinformatics.htm, de forma que las búsquedas mediante 
SEQUEST frente a la base de datos NCBInr fueron contrastadas frente a su 
correspondiente base de datos aleatoria. Esta última fue creada invirtiendo la base de 
datos NCBInr, por medio de un sencillo programa desarrollado por el laboratorio del Dr. 
Vázquez. Posteriormente, a partir de la corrección matemática de las puntuaciones XCorr 
y ΔCn (Ln(XCorr) y √ΔCn) obtenidas de ambas búsquedas, la distribución gaussiana de 
estas puntuaciones permitió deducir el cálculo de la probabilidad de que la identificación 
de un péptido fuese debido al azar. De esta manera, el resultado permite el cálculo del 
FDR (False Discovery Rate), definido como la tasa de error del experimento en su 
conjunto, de forma que se obtiene una medida del riesgo estadístico de tener un 
resultado falso. Este modelo estadístico permite diferenciar las asignaciones correctas, de 
las aleatorias, de forma rápida, sencilla y fiable. No obstante, hay que tener en cuenta 
que los parámetros utilizados en la búsqueda y el tamaño de la base de datos pueden 
modificar los resultados. En el presente trabajo se utilizaron unas condiciones 
restrictivas, de forma que se consideraron como correctas aquellas asignaciones 
peptídicas que presentaron un valor de FDR<0,01.  
El resultado del repertorio peptídico identificado de la fracción sarcoplásmica para 
cada una de las especies analizadas, se muestra en las Tablas A43-A44 del Anexo 
electrónico. Para el género Merluccius se consideraron como asignaciones correctas un 
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total de 81 secuencias peptídicas y para el género Macruronus un total de 72 secuencias. 
En las Tablas 58 y 59 se presentan las principales proteínas identificadas de la fracción 
sarcoplásmica en función del género. 
Esta aproximación Shotgun permitió la identificación de un total de 41 proteínas 
diferentes para la especie M. merluccius, de las cuales 29 de ellas presentaron una 
función conocida (Tabla 58 y Figura 130). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 130. Proteínas identificadas de la fracción de proteínas sarcoplásmicas de la especie M. 
merluccius, en relación a su categoría funcional, mediante un análisis Shotgun. 
 
En cuanto a las categorías funcionales del género Merluccius, además de la 
identificación de varios péptidos de PRVB, el 17,10% correspondieron a proteínas que 
participan en el metabolismo glucídico, fundamentalmente en la glucolisis y en la 
glucogenolisis. De entre ellas, podemos destacar un total de seis proteínas que ya habían 
sido identificadas mediante la aproximación clásica de la Proteómica Bottom-Up: la 
fosfoglucomutasa, la piruvato quinasa, la enolasa, la aldolasa, la G3PDH y la triosa 
fosfato isomerasa. Dentro también de esta categoría funcional se identificó otra nueva 
enzima la fosfoglicerato mutasa (E.C. 2.7.5.3), que cataliza el paso ocho de la glucolisis. 
Un 7,31% de las proteínas identificadas están involucradas en el metabolismo de los 
ácidos nucleicos y un 4,87% en el metabolismo proteico. Cabe destacar dentro también 
de esta fracción sarcoplásmica con un 4,88%, varias proteínas involucradas en la 
producción o reserva de energía como la L-Lactado deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.27) y la 
creatina quinasa. Esta última, ya identificada previamente mediante la aproximación 
clásica de la proteómica Bottom-Up. Finalmente, un 7,32% lo constituyen aquellas 
proteínas involucradas en el mantenimiento y producción de NTPs, como las NDK, 
ampliamente descritas en este manuscrito, la adenilato quinasa (E.C. 2.7.4.3) y la 
adenosina quinasa (E.C.2.7.1.20).  
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4,87%
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Metabolismo proteico
Metabolismo ácidos
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En cuanto a las proteínas identificadas de la fracción sarcoplásmica de la especie 
representativa del género Macruronus (Ma. nov. nov), esta aproximación Shotgun 
permitió la identificación de un total de 47 proteínas diferentes, de las cuales 31 de ellas 
presentaron una función conocida (Figura 131). Además de las PRVB y NDK previamente 
identificadas mediante la aproximación clásica de la proteómica Bottom-Up, el 8,51% de 
las proteínas identificadas correspondieron a enzimas involucradas en el metabolismo 
glucídico, como la aldolasa, la enolasa, la triosa fosfato isomerasa y la glucógeno 
fosforilasa. El 14,90% y el 6,38% correspondieron, respectivamente, a varias proteínas 
involucradas en el metabolismo proteico y de los ácidos nucleicos. Finalmente, un 6,38% 
correspondió a diversas enzimas responsables de la producción y reserva de energía 
como la creatina quinasa y la L-Lactato deshidrogenasa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 131. Proteínas identificadas de la fracción de proteínas sarcoplásmicas de la especie Ma. 
nov. nov., en relación a su categoría funcional, mediante un análisis Shotgun. 
 
Dentro de la categoría funcional de otras funciones, se han agrupado proteínas 
con muy diversas funciones, como determinadas proteínas de membrana, proteínas 
involucradas en la transducción de señales, o las implicadas en el metabolismo lipídico, 
entre otras. Para finalizar, como podemos observar tanto para el género Merluccius como 
para el género Macruronus, existe un gran porcentaje de proteínas cuyas funciones 
todavía no se conocen, por lo que su identificación abre una nueva puerta para la 
realización de posteriores estudios funcionales. 
Esta aproximación Shotgun además de su rapidez, permite la identificación de 
proteínas que por sus características pueden no haberse detectado en el gel. Así, 
proteínas con una Mr o un pI fuera del rango de separación de la 2-DE, proteínas muy 
hidrofóbicas como las proteínas de membrana y proteínas no detectadas, por encontrarse 
en el gel en manchas que contienen otras proteínas de mayor abundancia, pueden ser 
identificadas mediante esta segunda aproximación.   
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En este apartado se demuestra que utilizando una aproximación Shotgun y un 
modelo estadístico para discernir las asignaciones correctas de las que habían sido 
asignadas al azar, se obtiene una mayor representación del proteoma entero de la 
fracción sarcoplásmica al mismo tiempo que se ahorra en tiempo y se reduce el riesgo de 
cometer errores. Sin embargo, el estudio del proteoma completo de la fracción 
sarcoplásmica de estas especies, debería estar acompañado de un posterior y laborioso 
trabajo de secuenciación de novo, con el fin de identificar el resto de los péptidos y 
proteínas que no se han podido identificar, debido a problemas inherentes a los 
procedimientos de búsqueda en las bases de datos. 
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3.2.3. Purificación de las parvalbúminas mediante tratamiento térmico del 
extracto sarcoplásmico. Digestión ultrarrápida de las parvalbúminas con 
tripsina utilizando ultrasonidos de alta intensidad focalizados (HIFU) 
 
Una vez caracterizada la fracción de proteínas sarcoplásmicas, la purificación y 
termoestabilidad de las parvalbúminas se determinó mediante calentamiento del extracto 
sarcoplásmico entero a distintas temperaturas (60-90ºC durante 5 min). Las proteínas no 
resistentes al tratamiento precipitaron de manera que, las proteínas termoestables 
permanecieron en disolución, pudiendo ser separadas del resto mediante centrifugación 
(40.000 x g, 10 min). En la Figura 132 se muestra un gel de IEF de rango medio (4,0-6,5 
unidades de pH), en donde se ha resuelto, para determinadas especies, el extracto 
sarcoplásmico entero y calentado a distintas temperaturas (60ºC-90ºC). Se puede 
visualizar cómo el extracto calentado a 60ºC, todavía evidencia bandas correspondientes 
a otras proteínas además de las parvalbúminas, por lo que, debido a la falta de 
purificación de esta fracción, esta temperatura fue rechazada. En cuanto al extracto 
calentado a 90ºC se puede apreciar cómo, a pesar de la existencia de una buena 
purificación de esta fracción, esta temperatura parece ser excesiva debido a que se 
observan ciertas bandas de parvalbúmina atenuadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 132. Comparación de los extractos sarcoplásmicos calentados a distintas temperaturas 
(60ºC-90ºC) mediante isoelectroenfoque de rango medio (4,0-6,5 unidades de pH). O (extracto 
original); pI (patrón de punto isoeléctrico). La llave señala la región donde se resuelven las 
parvalbúminas. 
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+ 
+ 
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M. paradoxus M. gayi M. capensis Ma. novaezelandiae nov. 
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Nuevamente se compararon mediante IEF (4,0-6,5 unidades de pH), los extractos 
sarcoplásmicos calentados a 70ºC y 80ºC, junto con el extracto entero, para cada una de 
las especies objeto de estudio (Figura 133). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 133. Comparación de los extractos sarcoplásmicos calentados a distintas temperaturas 
(70ºC-80ºC) mediante isoelectroenfoque de rango medio (4,0-6,5 unidades de pH). O (extracto 
original); pI (patrón de punto isoeléctrico). La llave señala la región donde se resuelven las 
parvalbúminas. 
 
Como se puede observar, determinados extractos calentados a 80ºC, todavía 
presentaron ciertas bandas de parvalbúminas atenuadas, por lo que la temperatura 
elegida para la purificación de las parvalbúminas, fue la de 70ºC, ya que esta no 
provocaba su alteración. 
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Una vez purificadas las parvalbúminas, se procedió a la digestión en solución de 
dicho extracto con tripsina. Debido a que el proceso convencional de digestión enzimática 
tiene una duración de unas 8-12 h, típicamente durante toda la noche a 37ºC, se decidió 
acelerar dicha reacción mediante la aplicación de ultrasonidos de alta intensidad 
focalizados (HIFU, High Intensity Focused Ultrasound) (López-Ferrer y col., 2005). La 
aplicación de HIFU se realizó en colaboración con los Drs. D. López-Ferrer y J. Vázquez 
del CBMSO y permitió la aceleración de la reacción enzimática a solamente 2 minutos. 
Aunque se han especulado ciertas hipótesis, todavía no se conoce el fundamento base de 
la aceleración de las reacciones enzimáticas mediante ultrasonidos. Sin embargo, lo que 
se ha podido demostrar es que el rendimiento obtenido es comparable al de una 
digestión convencional (López-Ferrer y col., 2005). Para corroborar que en el extracto 
digerido solamente estaban presentes péptidos de parvalbúminas, se realizó un análisis 
Shotgun mediante LC-ESI-IT-MS/MS en modo Doble Play (1 Full Scan + 5 MS/MS), del 
extracto calentado a 70ºC y digerido mediante HIFU. El porcentaje de péptidos 
identificados, utilizando SEQUEST frente a la base de datos NCBInr, se puede observar 
en la Figura 134. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 134. Péptidos identificados después del calentamiento a 70ºC. 
 
La práctica totalidad de los péptidos identificados correspondieron a péptidos 
procedentes de las parvalbúminas, y en menor medida a péptidos de la autodigestión de 
la propia tripsina y de la cadena ligera de la miosina. Esta última también considerada 
como una proteína que presenta cierta termoestabilidad, debido a que en su estructura 
también presenta motivos EF-Hand como en el caso de las PRVB (Kawasaki y Kretsinger, 
1994). Comparando estos resultados con la cantidad de proteínas identificadas en la 
fracción sarcoplásmica entera, se puede concluir que el tratamiento térmico a 70ºC, 
permite el enriquecimiento y purificación de las parvalbúminas de forma rápida y muy 
sencilla.   
Parvalbúmina, 
84,00%
Cadena ligera 
miosina, 
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3.2.4. Separación y monitorización de 11 péptidos específicos de las PRVBs, 
mediante HPLC-RP acoplado a un espectrómetro de masas trabajando en modo 
SMIM 
 
Siguiendo con el procedimiento en cuestión, los péptidos obtenidos de la digestión 
anterior fueron separados en un sistema HPLC-RP, acoplado a un espectrómetro de 
masas con una trampa iónica lineal como analizador, utilizando un gradiente corto de 60 
min. Trabajando en modo SMIM, se realizó una monitorización continua de los iones 
doblemente cargados de un conjunto de 11 péptidos específicos. Estos iones o péptidos 
específicos de las PRVB se muestran en el diagrama de flujo de la Figura 117 del Capítulo 
III y se presentan aquí en la Figura 135. Para cada una de las especies objeto de estudio, 
se muestra en la Tabla 60, el conjunto de los 11 péptidos específicos y en las Figuras 136 
y 137 sus correspondientes espectros de fragmentación. 
 
 
Tabla 60. Péptidos e iones doblemente cargados de las PRVBs necesarios para la identificación de 
las especies de la familia Merlucciidae. 
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Figura 136. Espectros de fragmentación los distintos péptidos de PRVB diferenciales. 
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Figura 137. Espectros de fragmentación para los distintos péptidos diferenciales de PRVB. 
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Aunque el procedimiento podría ser realizado solamente con 10 péptidos 
específicos, la adicción del péptido S-MER597 resultó de gran ayuda a la hora de la 
identificación de mezclas de especies. 
De igual forma que para las NDK, los resultados fueron representados en función 
de las trazas cromatográficas virtuales de uno de los iones fragmento para cada uno de 
los 11 iones precursores (Tabla 61). 
  
Tabla 61. Iones precursores y fragmento de las PRVBs para el análisis mediante SMIM. 
 
En las Figuras 138-142 se muestran los cromatogramas finales de los 11 péptidos 
específicos monitorizados mediante SMIM, para cada una de las especies. 
La presencia de las transiciones (517,78→788,30) y (524,79→802,20) permitió la 
identificación del género Merluccius o Macruronus, respectivamente. Dentro del género 
Merluccius, la presencia/ausencia de la transición (967,97→1189,50), permitió la 
clasificación geográfica de las especies en dos grandes grupos: merluzas americanas 
(presencia) y merluzas euroafricanas (ausencia). Finalmente la presencia/ausencia de un 
conjunto de 8 transiciones, permitió la inequívoca identificación de la especie utilizada en 
la muestra. 
La reducción del tiempo de análisis mediante SMIM, junto con la del tiempo de 
digestión, dio lugar a que este procedimiento de identificación pueda ser realizado en 
menos de 2 h. Por consiguiente, esta es la metodología más rápida descrita hasta el 
momento. 
Para validar el procedimiento en cuestión se decidió aplicar dicha metodología a la 
identificación de una serie de productos comerciales. De esta forma los siguientes 
ejemplos sirven para validar e ilustrar el procedimiento de realización, sin embargo no 
deben ser considerados como limitantes del alcance del mismo. 
 Secuencia Ión precursor →Ión fragmento 
G-MER517 VFGIIDQDK 517,78→788,30 (y”7+) 
G-MAC524 VFAIIDQDK 524,79→802,20 (y”7+) 
S-MER967 AGDSDGDGAIGVDEFAVLVK 967,97→1189,50 (y”11+) 
S-MER794 (Acet)AFSGILADADIAAALK 794,93→1187,30 (b12) 
S-MER612 IGVDEFTAMLK 612,32→954,32 (y”8+) 
S-MER736 AEGTFTHGEFFTK 736,35→966,40 (y”8+) 
S-MER721 AEGTFTHGVFFTK 721,36→936,34 (y”8+) 
S-MER590 IGVDEFAAMVK 590,31→910,30 (y”8+) 
S-MER597 IGVEEFAAMVK 597,32→924,30 (y”8+) 
S-MER973 AGDSDGDGAIGVDEWAALVK 973,46→1087,30 (y”10+) 
S-MER987 AGDSDGDGAIGVDEWAVLVK 987,48→1115,5 (y”10+) 
C
ap
ít
u
lo
 I
V
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 _
_
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
                      Fi
g
u
ra
 1
3
8
. 
M
o
n
it
o
ri
za
ci
ó
n
 d
e 
lo
s 
1
1
 p
ép
ti
d
o
s 
es
p
ec
íf
ic
o
s 
d
e 
la
s 
PR
V
B
s 
m
ed
ia
n
te
 S
M
IM
, 
p
ar
a 
la
s 
es
p
ec
ie
s 
M
. 
m
er
lu
cc
iu
s,
 M
. 
ca
p
en
si
s 
y 
M
. 
se
n
eg
al
en
si
s.
  
  
M
. 
ca
p
e
n
si
s 
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
Abundancia Relativa 
0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
0
 
1
0
0
 0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
0
 
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
0
 
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
 
1
0
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
. 
m
e
rl
u
cc
iu
s 
Abundancia Relativa 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
. 
se
n
e
g
a
le
n
si
s 
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
Abundancia Relativa 
0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 C
ap
ít
u
lo
 I
V
  
                    F
ig
u
ra
 1
3
9
. 
M
o
n
it
o
ri
za
ci
ó
n
 d
e 
lo
s 
1
1
 p
ép
ti
d
o
s 
es
p
ec
íf
ic
o
s 
d
e 
la
s 
PR
V
B
s 
m
ed
ia
n
te
 S
M
IM
, 
p
ar
a 
la
s 
es
p
ec
ie
s 
M
. 
p
o
lli
, 
M
. 
p
ar
ad
o
xu
s 
y 
M
. 
h
u
b
b
si
. 
 
   
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
0
 
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
. 
p
a
ra
d
o
x
u
s 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
0
 
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
 
1
0
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
M
. 
h
u
b
b
si
 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
0
 
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
0
 
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
 
1
0
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
. 
p
o
ll
i 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
0
 
1
0
0
 
1
0
0
 0
 
1
0
0
 0
 
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
0
1
0
0
 0
1
0
0
 0
 
1
0
0
 
C
ap
ít
u
lo
 I
V
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 _
_
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
                     Fi
g
u
ra
 1
4
0
. 
M
o
n
it
o
ri
za
ci
ó
n
 d
e 
lo
s 
1
1
 p
ép
ti
d
o
s 
es
p
ec
íf
ic
o
s 
d
e 
la
s 
PR
V
B
s 
m
ed
ia
n
te
 S
M
IM
, 
p
ar
a 
la
s 
es
p
ec
ie
s 
M
. 
g
ay
i,
 M
. 
au
st
ra
lis
 p
o
ly
le
p
is
 y
 
M
. 
au
st
ra
lis
 a
u
st
ra
lis
. 
 
   
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
0
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
0
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
1
0
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
. 
g
a
y
i 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 00
1
0
0
 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
4
0
 
6
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
M
. 
a
u
st
ra
li
s 
a
u
st
ra
li
s 
 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 00
1
0
0
 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
4
0
 
6
0
 
0
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
0
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
1
0
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
0
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
. 
a
u
st
ra
li
s 
p
o
ly
le
p
is
  
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 00
1
0
0
 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
0
1
0
0
 0
1
0
0
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 C
ap
ít
u
lo
 I
V
  
                     F
ig
u
ra
 1
4
1
. 
M
o
n
it
o
ri
za
ci
ó
n
 d
e 
lo
s 
1
1
 p
ép
ti
d
o
s 
es
p
ec
íf
ic
o
s 
d
e 
la
s 
PR
V
B
s 
m
ed
ia
n
te
 S
M
IM
, 
p
ar
a 
la
s 
es
p
ec
ie
s 
M
. 
p
ro
d
u
ct
u
s,
 M
. 
b
ili
n
ea
ri
s.
  
   
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
0
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
0
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
 
1
0
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
. 
b
il
in
e
a
ri
s 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 00
1
0
0
 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
0
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
0
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
 
1
0
0
 
M
. 
p
ro
d
u
ct
u
s 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 00
1
0
0
 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
C
ap
ít
u
lo
 I
V
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 _
_
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
                      Fi
g
u
ra
 1
4
2
. 
M
o
n
it
o
ri
za
ci
ó
n
 d
e 
lo
s 
1
1
 p
ép
ti
d
o
s 
es
p
ec
íf
ic
o
s 
d
e 
la
s 
PR
V
B
s 
m
ed
ia
n
te
 S
M
IM
, 
p
ar
a 
la
s 
es
p
ec
ie
s 
M
a.
 n
o
va
ez
el
an
d
ia
e 
n
o
v.
 y
 M
a.
 
n
o
va
ez
el
an
d
ia
e 
m
ag
el
la
n
ic
u
s.
  
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
0
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
0
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
 
1
0
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
a
. 
n
o
v
a
e
ze
la
n
d
ia
e
 n
o
v
. 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 00
1
0
0
 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
7
9
4
,9
3
→
1
1
8
7
,3
0
 
5
9
0
,3
1
→
9
1
0
,3
0
 
5
9
7
,3
2
→
9
2
4
,3
0
 
7
2
1
,3
6
→
9
3
6
,3
4
 
7
3
6
,3
5
→
9
6
6
,4
0
 
6
1
2
,3
2
→
9
5
4
,3
2
 
9
7
3
,4
6
→
1
0
8
7
,3
0
 
9
8
7
,4
8
→
1
1
1
5
,5
0
 
0
1
0
0
 
5
1
7
,7
8
→
7
8
8
,3
0
 
0
1
0
0
 
5
2
4
,7
9
→
8
0
2
,2
0
 
0
 
1
0
0
 
9
6
7
,9
7
→
1
1
8
9
,5
0
 
M
a
. 
n
o
v
a
e
ze
la
n
d
ia
e
 m
a
g
e
ll
a
n
ic
u
s 
Abundancia Relativa 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 0
1
0
0
 00
1
0
0
 
1
0
0
 0
1
0
0
 0
T
ie
m
p
o
 (
m
in
) 
1
0
0
 0
 
2
0
 
4
0
 
6
0
 
                                                                                                                 Capítulo IV 
337 
3.2.5. Aplicación del procedimiento SMIM para el control de origen de 
determinados productos comerciales elaborados a partir de especies de merluza 
 
Esta metodología fue validada mediante su aplicación a un total de 15 productos 
comerciales congelados y elaborados, según su etiquetado, a partir de especies 
pertenecientes a la familia Merlucciidae. La selección de los productos se realizó después 
de visitar varias grandes superficies y observar la diversidad de la gama presente en el 
mercado (Tabla 62). 
 
Tabla 62. Lista de productos comerciales utilizados para la validación del procedimiento. 
 
En el caso de los productos comerciales procesados y precocinados, se procedió a 
la eliminación del rebozado de la muestra antes de la homogenización del tejido.  
Para contrastar la identificación realizada mediante SMIM, paralelamente los 
productos comerciales fueron identificados genéticamente, por personal del grupo de 
Bioquímica de Alimentos del Instituto de Investigaciones Marinas de Vigo. 
Los resultados del procedimiento de identificación mediante SMIM, para cada uno 
de los productos comerciales se muestran en las Figuras 143 y 144 y se resumen en la 
 
Nombre del producto Tipo de producto 
Identificación de la especie 
 en la etiqueta  
PC1 Filetes de merluza sin piel Procesado y congelado 
M. capensis o M. paradoxus 
Merluza del Cabo 
PC2 Rodajas de merluza austral Procesado y congelado 
Merluza austral del Sur de 
Chile 
PC3 Lomos de merluza Procesado y congelado 
M. capensis o M. paradoxus 
Merluza del Cabo 
PC4 Corazones de filete de merluza Procesado y congelado 
M. capensis o M. paradoxus 
Merluza del Cabo 
PC5 Filetes de merluza con piel Procesado y congelado 
M. capensis o M. paradoxus 
Atlántico Sureste 
PC6 Rodajas de merluza Procesado y congelado 
M. capensis o M. paradoxus 
Atlántico Sureste 
PC7 Filetes de merluza sin piel Procesado y congelado 
Merluccius hubbsi  
Atlántico Suroeste FAO 41 
PC8 Rodajas de merluza Procesado y congelado Merluza 
PC9 Filetes de merluza con piel Procesado y congelado Merluza 
PC10 Varitas de merluza empanadas 
Procesado, precocinado 
 y congelado 
Merluza 
PC11 Varitas de merluza empanadas 
Procesado, precocinado 
 y congelado 
Merluza 
PC12 Varitas de merluza y queso 
Procesado, precocinado 
 y congelado 
Merluza 
PC13 San Marinos. Merluza con jamón y queso 
Procesado, precocinado 
 y congelado 
Merluza 
PC14 Surfers. Merluza rebozada 
Procesado, precocinado 
 y congelado 
Merluza 
PC15 
Filetes de merluza empanado, rico en 
fibra 
Procesado, precocinado 
 y congelado 
Merluza 
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Tabla 63. El análisis genético de los productos comerciales dio lugar a la misma 
identificación, pero el tiempo necesario para su realización fue muy superior, en torno a 
unos 2 días, en comparación con el procedimiento aquí descrito, para el que solamente 
fueron necesarias menos de 2 h. 
 
Tabla 63. Especies identificadas mediante SMIM, para los distintos productos comerciales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los productos comerciales procesados y congelados (PC1, PC3, PC4, PC5 y PC6), 
etiquetados por el manufacturador como la especie M. capensis o M. paradoxus, fueron 
identificados como M. paradoxus, por la presencia de la transición específica 
(973,46→1087,30), en todos los casos excepto en el caso del producto comercial PC5 
que fue identificado como M. capensis o M. senegalensis. Atendiendo a la identificación y 
localización geográfica indicada en la etiqueta podríamos afirmar que la especie 
identificada en el PC5 es M. capensis. 
El producto comercial PC2 fue identificado correctamente como merluza austral 
(Merluccius australis) debido a la presencia de la transición (736,35→966,40). Este 
procedimiento permite además identificar la población de merluza austral 
correspondiente. En este caso se trata de la población de la Patagonia, Merluccius 
australis polylepis, debido a la ausencia del péptido S-MER721 (721,36→936,34) 
característico de la otra subespecie. 
En cuanto al producto comercial PC7, los resultados indicaron que la especie 
podría ser M. hubbsi o M. gayi. De acuerdo a los datos de identificación y localización 
geográfica de la etiqueta, dicho producto pudo ser identificado como M. hubbsi. Además 
la distinción entre ambas especies también puede ser comprobada mediante la 
 Especie identificada 
PC1 M. paradoxus 
PC2 M. australis polylepis 
PC3 M. paradoxus 
PC4 M. paradoxus 
PC5 M. capensis o M. senegalensis 
PC6 M. paradoxus 
PC7 M. hubbsi o M. gayi 
PC8 M. capensis o M. senegalensis 
PC9 M. capensis o M. senegalensis 
PC10 M. productus 
PC11 M. paradoxus 
PC12 M. paradoxus 
PC13 Macruronus spp. 
PC14 Macruronus spp. 
PC15 M. paradoxus 
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realización de un gel de IEF o un 2-DE, donde la especie M. hubbsi presentaría un total 
de tres bandas o spots de parvalbúminas (P16, P17 y P18) y la especie M. gayi un total 
de cuatro bandas o spots (P19, P20, P21 y P22). 
Los productos comerciales PC8 y PC9 fueron identificados como M. capensis o M. 
senegalensis. En el caso de que dicho procedimiento fuese aplicado por las autoridades 
de control alimentario, éstas podrían confirmar la ilegalidad del etiquetado de estos 
productos, ya que deberían indicar el nombre de la especie utilizada o en su defecto el 
nombre común conocido para la especie (Merluza del Cabo o merluza negra), nunca la 
denominación general de “merluza”. 
En el caso de los productos procesados, precocinados y congelados (PC10-PC15), 
podemos afirmar que nuevamente existe un fraude en el etiquetado de los mismos, ya 
que deberían indicar el nombre científico o comercial de la especie correspondiente y no 
la denominación genérica de merluza.  
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3.2.6. Utilización del procedimiento SMIM para la identificación de mezclas de 
especies 
 
Se planteó la posibilidad de utilizar esta metodología para la discriminación de 
mezclas de especies. Para ello, se realizó un “test ciego” en donde una persona se 
encargaría de realizar la homogenización de una mezcla a partes iguales de músculo 
blanco obtenidos de diferentes especies de la familia Merlucciidae, sin indicar al operario 
responsable de la identificación ni el número, ni las especies utilizadas en dicha mezcla. 
De los homogenizados así obtenidos se tomaron 5 g de tejido, para continuar con el 
procedimiento descrito en los apartados anteriores. 
Se realizaron un total de 8 mezclas de especies. Los resultados de la identificación 
mediante SMIM y la relación real de las especies utilizadas en la preparación de las 
mezclas se muestran en las Figuras 145-148 y en la Tabla 64. 
 
Tabla 64. Especies identificadas y utilizadas en la preparación de las distintas mezclas. 
 
 
 
 
 
 Resultado experimental por SMIM Especies reales 
M. paradoxus + M. capensis o M. senegalensis 
MIX1 
M. merluccius + M. paradoxus 
M. paradoxus + M. capensis 
M. paradoxus + M. capensis o M. senegalensis 
+ M. hubbsi o M. gayi 
MIX2 
M. merluccius + M. paradoxus 
 + M. hubbsi o M. gayi 
M. paradoxus + M. capensis 
 + M. hubbsi 
M. paradoxus + M. capensis o M. senegalensis 
+ M. australis polylepis 
MIX3 
M. merluccius + M. paradoxus 
 + M. australis polylepis 
M. paradoxus + M. capensis 
 + M. australis polylepis 
M. australis polylepis 
MIX4 
M. australis polylepis + M. hubbsi o M. gayi 
M. australis polylepis + M. gayi 
 + M. hubbsi 
M. paradoxus + M. capensis o M. senegalensis 
+ Macruronus spp. 
MIX5 
M. merluccius + M. paradoxus  
+ Macruronus spp. 
M. paradoxus + M. capensis 
 + Ma. nov. nov. 
MIX6 M. gayi o M. hubbsi + Macruronus spp. 
M. gayi + M. hubbsi 
 + Ma. nov. nov. 
MIX7 
M. australis polylepis + M. hubbsi o M. gayi 
 + M. productus 
M. australis polylepis + M. gayi 
 + M. productus 
MIX8 
M. productus + M. gayi o M. hubbsi  
+ M. paradoxus + Macruronus spp. 
M. productus + M. gayi  
+ M. paradoxus + Ma. nov. nov. 
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Como se puede observar en la Tabla 64, los resultados mediante SMIM para las 
mezclas de especies MIX1-5, dieron lugar a dos posibles resultados para cada una de las 
mezclas. Así en el caso de la mezcla MIX1, podemos observar en la Figura 145, que la 
presencia de la transición específica (973,46→1087,30) permitió la clara identificación de 
la especie M. paradoxus. El resto de las transiciones observadas (590,31→910,30) y 
(597,32→924,30), indica la presencia de, por un lado la especie M. merluccius y por el 
otro la especie M. capensis o M. senegalensis. De esta forma, la mezcla de especies MIX1 
estaría formada por las especies M. paradoxus + M. merluccius o por las especies M. 
paradoxus + M. capensis o M. senegalensis. 
Asimismo la sustitución o mezcla de especies con subespecies del género 
Macruronus, que en ocasiones es utilizada en determinados productos elaborados, puede 
ser claramente identificada mediante la monitorización específica de la transición 
(524,79→788,30).  
De los resultados obtenidos se puede inferir que el procedimiento que aquí se 
presenta, supone una nueva herramienta complementaria o alternativa a las 
metodologías ya propuestas, que consigue una mejora en cuanto a la rapidez en el 
diagnóstico y la sencillez en el análisis, para la amplia variedad de especies o mezclas de 
especies pertenecientes a la familia Merlucciidae. Se trata de una metodología sencilla, 
rápida y eficiente que logra la identificación de la especie o mezcla de especies en menos 
de 2 h, en cualquier etapa de la cadena alimentaría y en cualquier producto ya sea 
fresco, refrigerado, congelado, elaborado o precocinado. 
Este nuevo procedimiento de identificación ha dado lugar a la siguiente Patente: 
Carrera y col., 2006b, Patente CSIC nº 200603287, que se haya en tramitación. 
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Como consideración final, parece lógico precisar que las técnicas y procedimientos 
descritos en este Capítulo, pueden ser llevados a cabo igualmente por técnicas similares 
o ligeramente modificadas. En este sentido, la aplicación de ultrasonidos a la muestra 
permite reducir el tiempo de realización de la etapa de digestión. No obstante, ésta 
puede llevarse a cabo de forma opcional sin ultrasonidos, en una incubación tradicional 
con el enzima, o empleando otras estrategias de aceleración de reacciones enzimáticas, 
como pueden ser las microondas (Juan y col., 2005). Por otra parte, se puede sustituir la 
tripsina por otras proteasas como la quimiotripsina, endoproteinasa Glu-C, o 
endoproteinasa Lys-C entre otras, o inclusive mediante tratamientos de hidrólisis química 
tales como el bromuro de cianógeno, hidroxilamina, etc (Kinter y Sherman, 2000). Con 
estos métodos alternativos se podrían generar otros péptidos distintos a los descritos 
como específicos, pero que de cualquier modo, la presencia es éstos últimos en la 
muestra, podrían reproducir de igual manera los procedimientos particulares. Asimismo, 
estos procedimientos podrían ser desarrollados para llevar a cabo una precisa 
cuantificación, al mismo tiempo que podrían ser fácilmente automatizables. 
Los procedimientos que aquí se presentan podrían tener aplicación industrial en la 
elaboración de un procedimiento de control e inspección de la calidad y origen de las 
materias primas, en la supervisión del correcto etiquetado de los productos y 
subproductos de la pesca  establecidos por la legislación actual, y en el control del fraude 
al consumidor, importador, elaborador y/o distribuidor. Además, también podrían 
resultar de gran utilidad en la resolución de conflictos pesqueros en aguas 
internacionales, gestión de pesquerías y en investigación científica.  
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4. CONCLUSIONES 
 
1. La monitorización mediante LC-MS en modo SMIM de tan sólo cuatro péptidos 
diferenciales de las NDK, en la fracción sarcoplásmica del músculo blanco de la 
muestra, permite la discriminación de las especies de la familia Merlucciidae de la 
siguiente manera: 
1a. Detección de especies pertenecientes a la familia Merlucciidae. 
1b. Discriminación entre ambos géneros (Merluccius y Macruronus). 
1c. Para las especies del género Merluccius, determinación de la procedencia 
geográfica: merluzas euroafricanas y merluzas americanas. 
1d. Identificación específica de la especie M. bilinearis. 
 
2. Este primer procedimiento, utilizando péptidos diferenciales de las NDK, logra la 
clasificación de las especies en un tiempo total de 17 h y 35 min, pero su campo 
de aplicación está restringido solamente a aquellos productos que no hayan 
sufrido algún procesamiento térmico, como son todos los productos frescos, 
refrigerados o congelados. 
 
3. El procedimiento desarrollado mediante purificación de la fracción de proteínas 
termoestables, principalmente parvalbúminas, su rápida tripsinización mediante la 
aplicación de ultrasonidos de alta intensidad focalizados y, la monitorización de 11 
de sus péptidos específicos mediante LC-MS, trabajando en modo SMIM, logra la 
identificación inequívoca de las principales especies comerciales de la familia 
Merlucciidae de tal manera que permite: 
3a. La identificación de la presencia o no de merluza o merluza de cola en la 
muestra. 
3b. La asignación de la procedencia geográfica, en el caso de especies 
pertenecientes al género Merluccius: merluzas euroafricanas y merluzas 
americanas. 
3c. La identificación inequívoca de la especie concreta de merluza mediante el 
examen de su patrón de péptidos específicos. 
 
4. El procedimiento desarrollado utilizando péptidos diferenciales de las PRVB, logra 
la identificación de la especie, o de mezclas de varias especies, en cualquier 
producto o subproducto fresco, refrigerado, congelado, elaborado o precocinado, 
en menos de 2 h. Es por tanto, la metodología de identificación de especies de la 
familia Merlucciidae más rápida descrita hasta el momento. 
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CAPÍTULO V 
ESTRATEGIA TOP-DOWN 
Caracterización de las proteínas intactas (PRVBs) mediante 
espectrometría de masas de alta resolución FTICR 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
En este último capítulo se presenta la caracterización de cada una de las 
isoformas de PRVB mediante una estrategia proteómica tipo Top-Down, utilizando para 
ello un espectrómetro de masas de alta resolución, compuesto por una fuente de 
ionización tipo electrospray, acoplada a un analizador de masas de resonancia de ión 
ciclotrónica con transformada de Fourier o FTICR. Este tipo de analizador es el que 
proporciona una resolución más alta, permitiendo una precisión mayor en la asignación 
de las Mr. Debido a la capacidad de acumulación de iones específicos la sensibilidad es 
también notable.  
De acuerdo con los datos bibliográficos disponibles, nunca hasta ahora se había 
aplicado este tipo de instrumentación a la caracterización de proteínas alimentarias a 
excepción de un estudio recientemente publicado por Manes (Manes y col., 2007), sobre 
contaminación alimentaria por Salmonella enterica utilizando una aproximación Bottom-
Up. Se trata de una herramienta analítica valiosísima que puede resultar de gran utilidad, 
dada su versatilidad, en gran multitud de aplicaciones. El hecho de haberla podido utilizar 
para discernir y verificar los resultados obtenidos en esta memoria y aplicarla por 
primera vez a la caracterización de proteínas de origen marino, ha constituido todo un 
privilegio y ha permitido sentar las bases para su utilización en futuros estudios. 
La medida de la Mr exacta de cada una de las PRVBs intactas obtenidas mediante 
su análisis por FTICR-MS, permitió por un lado la verificación de los resultados de la 
secuenciación obtenidos y descritos en los capítulos precedentes, y por el otro, aunque 
no por ello menos importante, el diseño de otro nuevo procedimiento de identificación y 
diferenciación de especies de merluza, basado en la determinación de las Mr de cada una 
de las isoformas de sus PRVB características.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Preparación de la muestra para el análisis por FTICR-MS 
 
La fracción de parvalbúminas, que previamente se habían purificado mediante 
tratamiento térmico a 70ºC durante 5 min y posterior centrifugación (40.000 x g durante 
10 min) (ver epígrafe 2.3 del Capítulo IV), fue analizada mediante FTICR-MS. Después de 
dicha centrifugación, unos 300 µg de este extracto fueron concentrados y desalados por 
ultrafiltración utilizando microcolumnas de fase reversa C18, Vivapore C-18 (Vivascience 
Ltd., Stonehouse, UK), las cuales se lavaron con acetonitrilo/0,1% TFA (v/v) y se 
eluyeron con 60 µL de 70% acetonitrilo/0,1% TFA (v/v). 
 
2.2. Análisis mediante espectrometría de masas FTICR 
 
Los análisis mediante FTICR-MS se realizaron en un equipo con un imán 
superconductor de 7 Tesla, FTICR APEXIII (Bruker), disponible en el Centro de Apoyo 
Científico y Tecnológico a la Investigación (CACTI) de la Universidad de Vigo. Las 
muestras se introdujeron en una fuente de ionización tipo microESI mediante infusión 
directa, a un flujo de trabajo de 1,0 µL/min. Los iones fueron producidos aplicando una 
diferencia de potencial de 3,7 kV en el capilar de la fuente microESI, acumulados en un 
hexapolo externo durante 2 s y transferidos a la región de alto vacío (~2x10-10 Torr), 
mediante un sistema de lentes cuadrupolares. La detección de iones fue llevada a cabo 
en la celda ICR a ultravacío utilizando un rango de radiofrecuencias de entre 10 kHz y 3 
MHz.  
Los resultados obtenidos fueron procesados mediante el programa FlexAnalysis 
(Bruker). 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Determinación del estado de carga y Mr para cada una de las isoformas de 
PRVB de la familia Merlucciidae 
 
La información del estado intacto de una proteína es crucial, ya que las proteínas 
actúan como especies moleculares intactas, y no como combinación de sus péptidos. 
Cuando se aplica la espectrometría de masas FTICR al análisis Top-Down, se obtienen 
datos precisos sobre la Mr de proteínas intactas, no digeridas, que no serían alcanzables 
mediante ninguna otra técnica. Este tipo de datos son útiles para la determinación de la 
estructura primaria, incluyendo la caracterización de posibles truncamientos, PTMs, 
mutaciones, péptidos señal e isoformas. 
Uno de los desafíos experimentales de la estrategia Top-Down es el 
mantenimiento de las proteínas intactas y solubles durante toda la manipulación de la 
muestra. Con el fin de evitar la alteración de las mismas, se suele añadir durante la 
preparación de la muestra un inhibidor de proteasas. En el presente trabajo, la fracción 
de proteínas sarcoplásmicas fue extraída inicialmente mediante la adicción de PMFS, un 
inhibidor de proteasas general. 
Aunque los equipos de FTICR permiten medir un amplio rango dinámico, hasta 105 
órdenes de magnitud, y un rango de masas de entre 5-200 kDa, es importante tener en 
cuenta que el análisis de mezclas complejas de proteínas intactas por FTICR-MS es un 
análisis difícil, ya que las mezclas complejas de proteínas pueden dar lugar a errores en 
la medida de sus Mr debido al solapamiento de sus envolturas isotópicas. Además, la 
heterogeneidad de las proteínas en disolución puede dar lugar a un efecto de supresión 
en la ionización de unas proteínas sobre otras, ya que las que tengan mayor proporción 
de residuos básicos en su superficie, se ionizarán más fácilmente que las restantes, por 
lo que estarán sobre-expresadas en el espectro, en cuanto a abundancia relativa. Todos 
estos inconvenientes sugieren que se realice algún tipo de fraccionamiento, online o 
offline de la muestra. Se pueden utilizar distintos tipos de cromatografía, empleando 
columnas de intercambio aniónico (VerBerkmoes y col., 2002), fase reversa (Gómez y 
col., 2002; Lee y col., 2002), separaciones multidimensionales (Meng y col., 2002), o 
bien mediante separaciones previas offline como 2-DE, IEF, o FPLC (VerBerkmoes y col., 
2002). En nuestro caso gracias a la propiedad termoestable de las parvalbúminas y con 
la finalidad de la realización de un procedimiento rápido y sencillo, las parvalbúminas 
fueron purificadas mediante tratamiento térmico a 70ºC, centrifugación a 40.000 x g 10 
min y posterior desalado y concentración en microcolumnas de fase reserva.   
Las proteínas cuando se ionizan mediante ESI, adquieren múltiples estados de 
carga. Estos distintos estados pueden ser determinados si la envoltura isotópica de cada 
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uno de ellos está suficientemente resuelta. La alta resolución que puede obtenerse 
empleando un equipo de FTICR (FWHM de 100.000-150.000) (Bogdanov y Smith, 2005), 
es útil para el análisis de proteínas intactas, pudiéndose resolver los isótopos debidos a 
13C. En la Figura 149 se muestra el espectro MS con los distintos estados de carga para 
las isoformas de PRVB observadas en la especie M. merluccius. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 149. Espectro de un extracto de PRVBs de la especie M. merluccius mostrando los 
distintos estados de carga mediante FTICR MS. 
 
 
Como se muestra en la Figura 149, el espectro de las PRVBs de la especie M. 
merluccius contiene nueve estados de carga: desde una carga +7 hasta una carga +15. 
Si observamos con mayor resolución uno de esos estados de carga, concretamente el de 
mayor intensidad (+12), se pueden distinguir las distintas isoformas de PRVB para esta 
especie (Figura 150). 
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Figura 150. Distintas isoformas de PRVB para el estado de carga +12 observadas para la especie 
M. merluccius. 
 
En la Figura 150 se pueden observar claramente un total de cuatro isoformas 
distintas de PRVB para la especie M. merluccius, dos de ellas en clara intensidad, junto 
con alguna que otra posible isoforma o modificación de las mismas en menor intensidad. 
En la Figura 151 se muestra con mayor amplitud los distintos isótopos claramente 
resueltos, que permite la asignación de la carga correspondiente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 151. Envoltura isotópica de una de las isoformas de PRVB con carga +12. 
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La Mr de una proteína puede ser determinada con exactitud en un equipo de 
FTICR, si se resuelven con precisión las distintas especies isotópicas. A veces, esta 
identificación puede ser difícil debido a que las envolturas isotópicas de distintas 
proteínas pueden solaparse unas con otras, de tal forma que se pueden producir errores 
en la medida de la masa exacta.  
La deconvolución de la señal en el dominio temporal correspondiente al 
movimiento ciclotrónico de los iones en un campo magnético constante, excitado de 
forma simultánea por la aplicación de un campo eléctrico pulsado o de radiofrecuencias 
perpendicular al campo magnético, mediante transformada de Fourier y su 
transformación al dominio de la frecuencia, atendiendo a una proporcionalidad inversa 
entre frecuencia y relación m/z, puede dar lugar a la medida de la Mr precisa del ión de 
interés, de la siguiente manera:  
 
w= zB/m 
 
donde w es la frecuencia ciclotrónica, z la carga del ión, B la fuerza del campo magnético 
y m la masa del ión.  
En la Figura 152 se muestra el espectro de deconvolución de la señal por 
Transformada de Fourier, para las distintas isoformas de PRVB presentes en la especie M. 
merluccius. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 152. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier de las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. merluccius.  
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En la Tabla 65 se muestran los valores experimentales de la Mr y abundancia 
relativa para las distintas isoformas de PRVBs de la especie M. merluccius. Todos los 
análisis han sido realizados por triplicado a partir de cada uno de los tres individuos de 
referencia. 
 
Tabla 65. Mr y abundancia relativa para las distintas isoformas de PRVB de la especie M. 
merluccius determinadas mediante FTICR. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) Abundancia Relativa 
1 11316,74489 85,72 
2 11330,75384 100,00 
3 11471,74499 10,12 
4 11380,81041 5,57 
5 11355,70201 4,99 
6 11372,73063 4,26 
 
Las Mr experimentales obtenidas mediante el análisis Top-Down, fueron 
comparadas con las Mr teóricas de aquellas PRVB que habían sido completamente 
secuenciadas mediante las estrategias Bottom-Up del Capítulo III, comprobándose de 
esta manera que la secuenciación de novo descrita en dicho capítulo fue realizada 
correctamente (Tabla 66).   
 
Tabla 66. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. merluccius. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11316,74489 11316,7392 PRVB_A (P1b) 0,503 
2 11330,75384 11330,7549 PRVB_A (P1) -0,093 
3 11471,74499 --- --- --- 
4 11380,81041 11380,7923 PRVB_B (P2) 1,591 
5 11355,70201 --- --- --- 
6 11372,73063 --- --- --- 
 
Los resultados obtenidos mediante FTICR lograron la identificación de varias 
isoformas distintas para la especie M. merluccius. Dos de ellas, las que mostraron mayor 
intensidad por FTICR, correspondieron a dos isoformas distintas de PRVB_A, resultado 
que ya se había descrito previamente mediante el análisis Bottom-Up del spot P1. Por 
otra parte la isoforma de PRVB_B (P2) también pudo ser identificada mediante la 
coincidencia de su masa con la teórica calculada después de la secuenciación de novo. La 
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precisión en la masa observada para las distintas isoformas de PRVB de la especie M. 
merluccius, varió entre unas -0,093 ppm y unas 1,591 ppm. Un error de masa bastante 
bajo y más que satisfactorio, como han descrito previamente otros autores (Marshall y 
col., 1998; Hendrickson y Emmett, 1999).  
En cuanto a los resultados obtenidos para la especie M. capensis, la deconvolución 
del espectro mostró varias proteínas diferentes (Figura 153). Dichos resultados se 
resumen en la Tabla 67. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 153. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. capensis. 
 
Tabla 67. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
para la especie M. capensis. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11330,74951 11330,7549 PRVB_A (P4) -0,475 
2 11380,81981 11380,7923 PRVB_B (P5) 2,417 
3 11393,79026 --- --- --- 
4 11372,75496 --- --- --- 
 
Como se muestra en la Figura 153 y en la Tabla 67, las únicas isoformas de PRVB 
claramente identificadas por FTICR atendiendo a su Mr, correspondieron a los spots P4 de 
las PRVB_A y P5 de las PRVB_B. La precisión en la masa observada para estas isoformas, 
varió entre las 0,475 ppm y las 2,417 ppm. 
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Los resultados de la deconvolución de la señal mediante transformada de Fourier, 
para las distintas isoformas de PRVB, presentes en las restantes especies, se presentan 
en las siguientes figuras y tablas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 154. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. senegalensis. 
 
Tabla 68. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. senegalensis. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11330,75183 11330,7549 PRVB_A (P7) -0,271 
2 11380,82750 11380,7923 PRVB_B (P8) 3,092 
3 11422,76173 --- --- --- 
4 11372,75282 --- --- --- 
5 11333,75680 --- --- --- 
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Figura 155. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. polli. 
 
 
Tabla 69. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. polli. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11330,79682 11330,7549 PRVB_A (P10) 3,699 
2 11350,85614 11350,8181 PRVB_B (P11) 3,351 
3 11370,19532 --- --- --- 
4 11393,17312 --- --- --- 
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Figura 156. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. paradoxus. 
 
 
Tabla 70. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. paradoxus. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11356,81545 11356,77050 PRVB_A (P13) 3,957 
2 11366,81545 11366,77670 PRVB_B (P14) 3,409 
3 11372,68349 --- --- --- 
4 11406,72655 --- --- --- 
5 11336,69440 --- --- --- 
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Figura 157. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. hubbsi. 
 
Tabla 71. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. hubbsi. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11330,75576 11330,7549 PRVB_A (P16) 0,075 
2 11355,81644 11355,7971 PRVB_B (P17) 1,703 
3 11380,73406 --- --- --- 
4 11506,48139 --- --- --- 
5 11530,59600 --- --- --- 
6 11373,77850 --- --- --- 
7 11422,65699 --- --- --- 
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Figura 158. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. gayi. 
 
Tabla 72. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. gayi. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11330,75686 11330,7549 PRVB_A (P19) 0,172 
2 11347,74738 --- --- --- 
3 11368,72407 --- --- --- 
4 11504,39637 --- --- --- 
5 11355,81738 11355,7971 PRVB_B (P20) 1,785 
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Figura 159. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. australis polylepis. 
 
 
Tabla 73. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. australis polylepis. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11303,72291 11303,7076 PRVB_A (P23) 1,354 
2 11355,81370 11355,7971 PRVB_B (P24) 1,461 
3 11381,72787 --- --- --- 
4 11571,24736 --- --- --- 
5 11343,67940 --- --- --- 
6 11322,70583 --- --- --- 
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Figura 160. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. australis australis. 
 
 
Tabla 74. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. australis australis. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11273,78415 11273,7334 PRVB_A (P26) 4,501 
2 11303,72231 11303,7076 PRVB_A (P27) 1,301 
3 11355,81060 11355,7971 PRVB_B (P28) 1,188 
4 11571,25525 --- --- --- 
5 11478,47084 --- --- --- 
6 11381,71795 --- --- --- 
7 11343,64865 --- --- --- 
8 11327,36241 --- --- --- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11273,78415 
Mr 
11381,71795 11478,47084 
11571,25525 
11303,72231 
11300 11350 11400 11450 11500 11550 
m/z 
0,0 
0,5 
1,0 
1,5 
2,0 
2,5 
x108 
In
te
n
si
d
ad
 
1 
Mr 
2 
11355,81060 
3 
Mr 
Mr 
4 
Mr 
5 
Mr 
6 
11343,64865 
11327,36241 
7 
8 
Capítulo V_     _______                                                                                           __ 
368 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 161. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. productus. 
 
Tabla 75. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. productus. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11374,80187 11374,78110 PRVB_A (P30) 1,825 
2 11311,83058 11311,80720 PRVB_B (P31) 2,066 
3 11550,54080 --- --- --- 
4 11399,80157 --- --- --- 
5 11416,76529 --- --- --- 
 
Como se puede observar en las Figuras 157-161, todas las especies de merluza 
americanas presentaron una Mr con un valor cercano a los 11,50 kDa. Esta Mr podría ser 
la responsable de los altos valores observados mediante 2-DE para las PRVB_B de estas 
especies, de tal forma que en el mismo spot podrían coexistir isoformas diferentes. De 
cualquier modo, las secuencias de PRVB_B deducidas mediante secuenciadas de novo a 
partir de la estrategia Bottom-Up, pueden considerarse correctas, ya que son 
corroboradas por los datos obtenidos en los espectros FTICR, en los que se observan 
valores de Mr experimentales muy próximos a los valores teóricos deducidos de las 
secuencias obtenidas de novo (1,188-2,066 ppm). 
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Figura 162. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie M. bilinearis. 
 
Tabla 76. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie M. bilinearis. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11272,69234 11272,7130 PRVB_A (P33b) 1,832 
2 11355,80351 11355,7971 PRVB_B (P33) 0,564 
3 11314,65917 --- --- --- 
4 11291,70086 --- --- --- 
 
La especie M. bilinearis mostró claramente dos intensas isoformas de PRVB, 
correspondientes a los spots P33b (PRVB_A) y P33 (PRVB_B). El error de masa estimado 
varió entre las 0,564-1,832 ppm. Como se puntualizó en capítulos precedentes no se 
observó la isoforma de PRVB descrita en las bases de datos (PRVB_MERBI/P56503), la 
cual debería mostrar una Mr de 11352,7610 Da, isoforma que como se puede comprobar 
no está presente en el espectro adquirido mediante FTICR.  
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Figura 163. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie Ma. nov. nov. 
 
 
Tabla 77. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie Ma. nov. nov. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11342,73650 11342,7225 PRVB_B (P36) 1,234 
2 11452,90679 --- --- --- 
3 11373,74738 --- --- --- 
4 11472,91147 --- --- --- 
5 11478,79692 --- --- --- 
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Figura 164. Deconvolución de la señal mediante Transformada de Fourier para las distintas 
isoformas de PRVB de la especie Ma. nov. magellanicus. 
 
 
Tabla 78. Mr experimental, teórica y error en la masa (ppm) para las distintas isoformas de PRVB 
de la especie Ma. nov. magellanicus. 
 
Proteínas 
(FTICR) 
Mr (Da) 
Experimental 
Mr (Da) 
Teórica 
PRVB 
correspondiente 
Error masa 
(ppm) 
1 11342,73307 11342,7225 PRVB_B (P39) 0,931 
2 11452,90357 --- --- --- 
3 11360,80815 --- --- --- 
4 11373,76276 --- --- --- 
5 11382,70199 --- --- --- 
 
Aunque el FTICR-MS es capaz de conseguir precisiones de masa muy altas, la 
identificación inequívoca de las distintas isoformas de PRVBs debería venir dada por 
futuros estudios de fragmentación de su estado intacto. 
Para finalizar, es importante comentar que la determinación del conjunto de Mr 
exactas de cada una de las isoformas de PRVB podría considerarse como característica y 
específica para cada una de las distintas especies de merluza. Estos datos podrían ser 
utilizados para el desarrollo de un nuevo procedimiento de identificación, mediante el 
cual se podría discernir en un tiempo de análisis récord (85 min), la especie de origen en 
los productos pesqueros elaborados a partir de especies pertenecientes a la familia 
Merlucciidae (Figura 165). Este nuevo procedimiento de identificación será validado en un 
futuro próximo. 
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Figura 165. Esquema del procedimiento de identificación de las principales especies 
comerciales de la familia Merlucciidae, en base a la determinación de las Mr de las 
distintas isoformas de PRVB intactas mediante FTICR. 
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4. CONCLUSIONES 
 
1. El análisis de las PRVBs intactas mediante FTICR-MS, mostró que la mayoría de 
las isoformas presentan en las condiciones experimentales utilizadas, nueve 
estados de carga, desde +7 hasta +15. 
 
2. Para cada una de las especies de merluza se identificaron distintas isoformas de 
PRVBs, habiendo sido asignadas con precisión las Mr (error en la masa entre -
0,475 y 4,501 ppm) correspondientes a todas las PRVB_A y PRVB_B que habían 
sido completamente secuenciadas.  
 
3. En las especies de merluza americanas, además de la Mr específica para la 
PRVB_B, secuenciada de novo en los capítulos precedentes, se pudo identificar 
una Mr próxima a los 11,50 kDa, que podría ser la responsable de los altos 
valores observados mediante 2-DE para las PRVB_B. Indicando por tanto, la 
posible presencia de dos isoformas distintas para las PRVB_B, que coexisten en 
un mismo spot. 
 
4. La especie M. bilinearis mostró mediante el análisis por FTICR-MS dos intensas 
isoformas de PRVB, correspondientes a los spots P33b (PRVB_A) y P33 
(PRVB_B). Sin embargo, no se observó la isoforma de PRVB descrita en las 
bases de datos (PRVB_MERBI/P56503), la cual debería mostrar una Mr de 
11352,7610 Da. 
 
5. Los resultados obtenidos del análisis de las distintas isoformas de PRVB 
mediante FTICR-MS, permitió el diseño y planteamiento de un nuevo 
procedimiento de identificación basado en la determinación de las Mr exactas del 
conjunto de isoformas de PRVB.  
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RESUMEN FINAL 
 
La gran cantidad de información disponible en las bases de datos de ácidos 
nucleicos y de proteínas, junto con los rápidos avances logrados en el campo de la 
proteómica, están permitiendo la identificación, caracterización y cuantificación 
sistemática de un gran número de proteínas. Esta gran cantidad de información, junto 
con la ofrecida por el resto de las metodologías –ómicas (genómica, transcriptómica, 
metabolómica, etc) y la integración y modelización bioinformática de las mismas, está 
dirigiendo la comprensión de los sistemas biológicos hacia un enfoque más sistémico. Un 
nuevo enfoque o marco teórico conocido como Biología de Sistemas. Pese a estos 
avances, el genoma de muchos organismos todavía es desconocido o está escasamente 
secuenciado, y por ende, para muchos de ellos, el número de registros proteicos 
disponibles en las bases de datos es ínfimo. Tal es el caso particular de la amplia mayoría 
de organismos marinos, y más en concreto de las especies de merluza objeto de esta 
tesis, todas ellas pertenecientes a la familia Merlucciidae, -grupo de peces teleóseos con 
importantes connotaciones comerciales-. 
Al amparo de la tendencia científica y metodológica del momento se ha 
desarrollado esta memoria en la que, aunque no se hace en ningún momento referencia 
explícita a la Biología de Sistemas, el trabajo desarrollado sí que contribuye, en cierta 
medida, a la generación y caracterización de nuevos datos proteómicos de una serie de 
organismos, que hasta la fecha han estado poco secuenciados y representados en las 
bases de datos. Nuevos datos que en un futuro podrán ser utilizados para el desarrollo 
de nuevos planteamientos o hipótesis de trabajo, ya en un orden superior, dentro de la 
denominada Biología de Sistemas. 
Trabajar con especies poco representadas en las bases de datos, como es el caso 
de las pertenecientes a familia Merlucciidae, presenta una dificultad añadida, ya que al 
no disponer de referencias a las que remitirse, todo el trabajo proteómico se ha de basar 
en una tediosa, meticulosa y exhaustiva labor de secuenciación de novo. 
Teniendo en cuenta los antecedentes hasta aquí expuestos, la consecución de los 
objetivos propuestos en esta memoria de tesis se abordaron principalmente y en una 
primera instancia, siguiendo una estrategia clásica de la proteómica Bottom-Up. Las 
observaciones previas de que las proteínas sarcoplásmicas del músculo blanco de las 
especies pesqueras, eran la fracción proteica más apropiada a efectos de identificación de 
especies, justificó que todo el trabajo proteómico se centrará en la caracterización 
diferencial de este grupo de proteínas. El análisis y comparación de las proteínas de esta 
fracción mediante electroforesis en gel, principalmente mediante electroforesis 
bidimensional, permitió la detección de dos regiones potencialmente diferenciadoras. La 
primera de ellas correspondió a los spots con una Mr de 16,80-18,60 kDa y un pI de 
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5,04-5,47, en donde se resuelven un tipo de fosfotransferasas conocidas como 
nucleósido difosfato quinasas (NDK) y la segunda de ellas, correspondió a los spots con 
una Mr de 11,20-11,55 kDa y un pI de 3,75-4,55, en donde se resuelven un tipo de 
proteínas conocidas como parvalbúminas (PRVB). Atendiendo a su pI los spots de PRVBs 
fueron clasificados en tres grandes grupos: PRVB_A (pI 4,30-4,57), PRVB_B (pI 4,05-
4,30) y PRVB_C (pI 3,75-4,09). Las diferencias de Mr y pI entre los distintos spots de 
NDKs y PRVBs, permitieron la identificación y clasificación de cada una de las especies de 
merluza objeto de esta tesis. Estas diferencias en la movilidad electroforética eran 
indicativas de la presencia de variaciones aminoacídicas en sus secuencias, por lo que 
estas observaciones justificaron la posterior caracterización de cada uno de dichos spots 
mediante espectrometría de masas.  
El siguiente peldaño de la estrategia clásica de la proteómica Bottom-Up, consistió 
en la caracterización diferencial de los digeridos trípticos de dichos spots mediante 
espectrometría de masas tipo MALDI-TOF. La principal limitación de esta técnica residió 
en la escasa representación en las bases de datos de las proteínas pertenecientes a la 
familia Merlucciidae. Los resultados obtenidos para las NDKs, mostraron mediante PMF, 
una mayor homología con la secuencia descrita en las bases de datos para la NDK B del 
pez Gillichthys mirabilis. Dichos spots presentaron varios picos comunes para toda la 
familia Merlucciidae y otros picos específicos que permitieron una clara diferenciación 
entre: (i) merluzas y granaderos, (ii) merluzas euroafricanas y merluzas americanas y 
(iii) la especie de merluza M. bilinearis del resto de especies de la familia Merlucciidae. En 
cuanto a los resultados obtenidos para los spots de PRVBs, las isoformas denominadas 
aquí como PRVB_A, presentaron un mayor grado de homología frente a la PRVB β de M. 
merluccius, las PRVB_B frente a la PRVB β de M. bilinearis y  las PRVB_C, frente a la 
PRVB β del abadejo de Alaska (Theragra chalcogramma). Asimismo, los spots de PRVBs 
mostraron una serie de picos comunes o específicos que mediante MALDI-TOF 
permitieron, (i) una inequívoca diferenciación de ambos géneros, (ii) una clasificación de 
las especies del género Merluccius atendiendo a su distribución geográfica (euroafricanas 
o americanas), y (iii) la identificación individual de ciertas especies de merluza. Todos 
estos picos o marcadores moleculares peptídicos determinados mediante MALDI-TOF, 
podrían ser utilizados como un rápido e inequívoco procedimiento identificación. 
En tercer lugar, el trabajo se centró en la caracterización diferencial de ambas 
fracciones diferenciadoras (NDKs y PRVBs), a partir del análisis y secuenciación de sus 
péptidos por espectrometría de masas en tándem (MS/MS), utilizando para ello un 
equipo ESI-IT-MS/MS. Los resultados de la fragmentación de los péptidos trípticos de las 
NDK fueron analizados utilizando el motor de búsqueda SEQUEST y la base de datos 
NCBInr, lo cual permitió solamente la identificación de un 12,62% de los péptidos. 
Debido al escaso número de péptidos identificados, la inmensa mayoría de los espectros 
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de fragmentación fueron nuevamente analizados empleando distintos procedimientos de 
secuenciación de novo. De esta forma, la interpretación directa de los espectros de 
fragmentación, asistida en gran medida por los resultados obtenidos mediante los 
programas de secuenciación de novo automáticos PEAKS Studio 4.2, DeNovoX y el 
prototipo en desarrollo PARSEQ 4, logró la identificación y secuenciación de novo de un 
87,38% de los péptidos. Todas estas secuencias se alinearon con la secuencia que 
presentó mayor homología, y que correspondió a la NDK B de Gillichthys mirabilis, de 
149 aminoácidos, de tal forma que, el grado de homología encontrado no varió más que: 
un 72,48% para las merluzas euroafricanas, un 71,81% para la especie M. bilinearis, un 
71,14% para las merluzas americanas y un 69,79% para ambas subespecies del género 
Macruronus. Cade añadir que, los resultados de la secuenciación de novo para cada una 
de las NDKs de la familia Merlucciidae, fueron ingresados en la base de datos UniProtKB 
la cual asignó a cada una de las secuencias, un determinado número de accesión 
(P85280-P85292).  
La comparación de las secuencias obtenidas para las distintas NDKs, permitió la 
identificación de un conjunto de péptidos comunes y de otros diferenciales, que podrían 
ser considerados como potenciales péptidos biomarcadores específicos. De entre todos 
estos posibles péptidos biomarcadores, se eligieron un total de cuatro de ellos: (i) uno 
clave para la identificación de la presencia de algún miembro de la familia Merlucciidae, 
(ii) otro para la identificación concreta del género (Merluccius o Macrurous), (iii) otro 
para la determinación de la procedencia geográfica en el caso de las especies 
pertenecientes al género Merluccius (merluzas euroafricanas o americanas) y finalmente 
(iv) otro, para la identificación precisa de la especie M. bilinearis. 
En lo que se refiere a los digeridos trípticos de las PRVBs, el análisis mediante LC-
MS/MS y búsqueda mediante SEQUEST permitió la identificación de un 34,39% de los 
péptidos trípticos. Para aumentar el recubrimiento proteico de las secuencias de PRVBs, 
dichos spots fueron también digeridos con proteasa V8. Así de los péptidos digeridos con 
proteasa V8 se identificaron un 42,23% mediante SEQUEST. No obstante, la amplia 
mayoría de los espectros de fragmentación fueron identificados mediante distintos 
procedimientos de secuenciación de novo. En este sentido, se recurrió tanto a la 
interpretación manual de los espectros de fragmentación, como a la secuenciación 
automática mediante los programas PEAKS, DeNovoX y PARSEQ, así como a la 
secuenciación de novo asistida por el marcaje isotópico estable utilizando 18O. De esta 
forma, el 65,61% de los péptidos trípticos y el 57,77% de los digeridos con proteasa V8, 
fueron caracterizados mediante algún procedimiento de secuenciación de novo. Estas 
cifras evidencian por sí mismas el exhaustivo trabajo de secuenciación de novo que se ha 
realizado en esta tesis. 
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Siguiendo el hilo conductor de la estrategia clásica de la proteómica Bottom-Up, la 
secuenciación de los distintos spots de PRVB proporcionó una serie de péptidos trípticos 
que proporcionaron la información adecuada para llevar a cabo la diferenciación y 
clasificación secuencial de las distintas especies de la familia Merlucciidae. De entre todos 
los posibles péptidos discriminanres se eligieron un total de 11 péptidos trípticos, que 
permiten: (i) la determinación específica del género (Merluccius o Macruronus), (ii) la 
determinanción de la procedencia geográfica (merluzas euroafricanas o americanas) en el 
caso de las especies pertenecientes al género Merluccius, y finalmente, (iii) la 
identificación inequívoca de la especie presente en la muestra.  
Todo el trabajo de secuenciación de novo y búsqueda mediante SEQUEST permitió 
la secuenciación de un total de 13 isoformas de NDK y 42 isoformas de PRVB, de entre 
las cuales, un total de 26 isoformas de PRVB, la mayoría de las PRVB_A y PRVB_B, 
fueron completamente secuenciadas. Hasta la fecha no existen referencias bibliográficas 
que hayan logrado la secuenciación de novo de tal cantidad de secuencias proteicas. 
A partir de las secuencias obtenidas para las distintas NDKs, se pudo realizar un 
análisis filogenético de las especies pertenecientes a la familia Merlucciidae. Este análisis 
mostró una clara separación entre ambos géneros, así como en función de su 
procedencia geográfica dentro del género Merluccius (merluzas americanas o 
euroafricanas). Por otra parte, la reconstrucción filogenética en base a las secuencias 
obtenidas para las distintas PRVBs, evidenció que las isoformas de PRVB_B fueron las 
más informativas, logrando la separación de ambos géneros, así como su procedencia 
geográfica y la separación individual de ciertas especies pertenecientes al género 
Merluccius. 
Una vez identificados los distintos péptidos biomarcadores, el trabajo se centró en 
el desarrollo de un nuevo procedimiento de identificación basado en el seguimiento de los 
mismos por espectrometría de masas trabajando en modo SMIM. Así, la monitorización 
mediante LC-MS en modo SMIM de tan sólo cuatro péptidos diferenciales de las NDK, 
sobre la fracción de proteínas sarcoplásmicas digeridas con tripsina, permitió la 
discriminación de las especies de la familia Merlucciidae de la siguiente manera: 
- Detección de especies pertenecientes a la familia Merlucciidae 
- Discriminación entre ambos géneros (Merluccius y Macruronus) 
- Para las especies del género Merluccius, asignación de la procedencia 
geográfica: merluzas euroafricanas y merluzas americanas 
- Identificación específica de la especie M. bilinearis. 
Este nuevo procedimiento de identificación, logra la clasificación de las especies 
en un tiempo total de 17 h y 35 min, pero su campo de aplicación está restringido 
solamente a aquellos productos pesqueros que no hayan sido sometidos a algún 
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procesamiento térmico, como es el caso de los productos frescos, refrigerados o 
congelados. 
El procedimiento de identificación desarrollado mediante purificación de la fracción 
de proteínas termoestables, principalmente PRVBs, su rápida tripsinización mediante la 
aplicación de ultrasonidos de alta intensidad focalizados, y la monitorización de 11 de sus 
péptidos específicos mediante LC-MS trabajando en modo SMIM, logra la identificación 
inequívoca de las principales especies comerciales de la familia Merlucciidae de tal 
manera que permite: 
- La identificación de la presencia o no de merluza o granadero en la muestra 
- La asignación de la procedencia geográfica, en el caso de especies 
pertenecientes al género Merluccius: merluzas euroafricanas y merluzas 
americanas 
- La identificación inequívoca de la especie concreta de merluza mediante el 
examen de su patrón de péptidos específicos 
Este procedimiento, permite la identificación de la especie, o de mezclas de varias 
especies en cualquier producto o subproducto fresco, refrigerado, congelado, elaborado o 
precocinado, en menos de 2 h. Esta es la razón por la que constituye la metodología más 
rápida, sencilla y eficiente que existe en la actualidad para dirimir este tipo de 
problemática. Este nuevo procedimiento ha sido Patentado: 200603287 CSIC. 
Para concluir y a medida que los objetivos parciales se iban solventando y se 
adquiría un mayor conocimiento del sustrato proteico a estudiar, se decidió realizar una 
estrategia Top-Down utilizando un espectrómetro de masas de alta resolución FTICR, 
para el análisis y caracterización de las distintas isoformas de PRVBs sin digerir. 
Aplicando esta segunda estrategia se lograron dos objetivos: primero la comprobación de 
los resultados obtenidos de la secuenciación de novo completa de ciertas PRVBs y en 
segundo lugar, el planteamiento de un nuevo procedimiento de identificación aplicable a 
la industria alimentaria, basado en la determinación precisa de las Mr del conjunto de 
isoformas de PRVB de cada especie. 
De manera sucinta se debe reseñar que para la consecución de este trabajo se 
han empleado distintas metodologías proteómicas tales como, la 2-DE, la espectrometría 
de masas MALDI-TOF, ESI-IT y FTICR, así como la utilización de distintas herramientas 
bioinformáticas tanto para el análisis de los geles 2-DE, como para el análisis y 
secuenciación de novo de los distintos péptidos y proteínas de interés. Asimismo, los 
resultados experimentales consignados en esta memoria consiguen la aplicación de tres 
de las cuatros grandes áreas en las que se divide la proteómica: se han realizado tanto 
estudios de proteómica de expresión, como de proteómica de expresión diferencial, así 
como la caracterización de ciertas PTMs. 
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De cara al futuro, hay que considerar que los resultados de este trabajo pueden 
constituir la semilla germinal de otros derivados y que los hallazgos expuestos en esta 
tesis, bien podrían admitir nuevas aplicaciones, no solamente para dirimir la problemática 
de la identificación de especies en el campo alimentario, sino que también podrían ser 
utilizados en otras muchas áreas, disciplinas o líneas de interés. 
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CONCLUSIONES FINALES 
 
Los resultados experimentales consignados en esta memoria han conducido a la 
consecución de los objetivos propuestos al comienzo de este trabajo. No obstante y 
aunque en cada uno de los principales capítulos que conforman esta tesis, han quedado 
reflejadas sus conclusiones parciales y específicas, a efectos finales en este último 
epígrafe se ha realizado una recapitulación de las mismas con el fin de integrarlas, 
reforzar los objetivos planteados en un principio y evidenciar los logros más relevantes 
de este trabajo. Las principales conclusiones derivadas de esta tesis doctoral son las que 
se enumeran a continuación. 
 
1. El análisis y comparación de las proteínas de la fracción sarcoplásmica del 
músculo blanco de las distintas especies de la familia Merlucciidae mediante 
electroforesis en gel, principalmente mediante 2-DE, puso de relieve, a efectos de 
identificación de especies, la existencia de dos regiones potencialmente 
diferenciadoras. La primera de ellas correspondió a los spots de las nucleósido 
difosfato quinasas (NDK) y la segunda, a los spots de las parvalbúminas (PRVB). 
 
2. La movilidad diferencial de los distintos spots de las NDKs y PRVBs en los mapas 
bidimensionales, permitió la clasificación e identificación de las distintas especies 
de merluza objeto de esta tesis.  
 
3. El análisis mediante MALDI-TOF de los digeridos trípticos de los distintos spots de 
NDKs (N1-N13) y PRVBs (P1-P40), puso de manifiesto que las NDKs presentaron 
mayor homología con la secuencia de la NDK B del teleósteo Gillichthys mirabilis, 
las isoformas de PRVB_A con la PRVB β de M. merluccius, las PRVB_B con la PRVB 
β de M. bilinearis y las PRVB_C con la PRVB β de Theragra chalcogramma.  
 
4. Los espectros de los digeridos trípticos de las NDKs y PRVBs obtenidos mediante 
MALDI-TOF-MS, presentaron una serie de picos comunes y otros específicos, con 
los que se consigue una clara diferenciación entre (i) merluzas y granaderos, (ii) 
entre merluzas euroafricanas y merluzas americanas y (iii) la identificación 
específica e individual de ciertas especies. 
 
5. El análisis por espectrometría de masas en tándem de los digeridos trípticos de los 
distintos spots de las NDK, permitió la identificación de un 12,62% de los 
péptidos, mediante búsqueda frente a las bases de datos y un 87,38%, utilizando 
distintos procedimientos de secuenciación de novo. En cuanto a los spots de 
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PRVBs, el 34,39% de los péptidos trípticos y el 42,23% de los digeridos con 
proteasa V8 fueron identificados mediante búsqueda frente a las bases de datos y 
el 65,61% de los péptidos trípticos y el 57,77 de los digeridos con proteasa V8, 
utilizando distintos procedimientos de secuenciación de novo.  
  
6. La secuenciación de novo de los distintos spots de NDKs y PRVBs, permitió la 
identificación de cuatro secuencias o péptidos biomarcadores de las NDKs y 11 
péptidos biomarcadores de las PRVBs que permiten la clasificación e identificación 
de las distintas especies de la familia Merlucciidae. 
 
7. Con todo el trabajo de secuenciación de novo y búsqueda mediante SEQUEST, se 
logró la secuenciación de un total de 13 isoformas de NDKs y 42 isoformas de 
PRVBs, de éstas, un total de 26, casi todas las PRVB_A y la mayoría de las 
PRVB_B, fueron secuenciadas completamente. 
 
8. A partir de las secuencias obtenidas para las distintas NDKs y PRVBs se pudo 
realizar un análisis filogenético de las especies pertenecientes a la familia 
Merlucciidae.  
 
9. La monitorización mediante LC-MS en modo SMIM de tan sólo cuatro péptidos 
diferenciales de las NDK, en la fracción sarcoplásmica del músculo blanco de la 
muestra, permite la clasificación de las especies de la familia Merlucciidae, en un 
tiempo total de 17 h y 35 min, en cualquier producto pesquero que no haya 
sufrido algún procesamiento térmico. 
El procedimiento desarrollado mediante purificación de la fracción de proteínas 
termoestables, principalmente parvalbúminas, su rápida tripsinización mediante la 
aplicación de ultrasonidos de alta intensidad focalizados, y la monitorización de 11 
de sus péptidos específicos mediante LC-MS trabajando en modo SMIM, logra la 
identificación inequívoca de las principales especies comerciales de la familia 
Merlucciidae en menos de 2 h en cualquier producto o subproducto alimenticio. 
 
10. Finalmente mediante FTICR se llevó a cabo la determinación precisa de las Mr de 
las distintas isoformas de PRVBs, comprobando que las Mr correspondientes a 
todas las PRVB_A y PRVB_B que habían sido completamente secuenciadas eran 
prácticamente exactas, por lo que se pudo deducir y asegurar que la 
secuenciación de novo de las mismas se había realizado correctamente. 
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CSIC AGRO055- Nuevo procedimiento para la identificación de especies 
comerciales pertenecientes a la familia de las merluzas  
El Instituto de Investigaciones Marinas del CSIC ofrece un nuevo procedimiento para la identificación 
de las principales especies comerciales de la familia Merlucciidae en toda la cadena alimentaría 
basado en la utilización de espectrometría de masas. En menos de dos horas, este procedimiento 
permite la identificación inequívoca de cada una de las especies en todo tipo de productos y 
subproductos: frescos, refrigerados, congelados, procesados y pre-cocinados. La patente relacionada 
está disponible para licenciar.  
Ficha técnica:  
DESCRIPCIÓN 
 
Procedimiento analítico de gran sensibilidad, 
específico y rápido (menos de 2 horas) para la 
identificación en toda la cadena alimentaria de las 
principales especies comerciales de la familia 
Merlucciidae, incluyendo las del género Merluccius, 
tales como M. merluccius, M. capensis o M. 
senegalensis, M. polli, M. paradoxus, M. australis 
(incluyendo las subespecies, M. australis australis y 
M. australis polylepis), M. productus, M. bilinearis 
M. hubbsi o M. gayi; y las del género Macruronus 
(conocidas como merluzas de cola o granaderos) 
Macruronus novaezelandiae, incluyendo sus dos 
subespecies (novaezelendiae y magellanicus).  
 
El procedimiento consiste en:  
1) extracción de las proteínas sarcoplásmicas del 
músculo blanco, 
2) purificación de las parvalbúminas (proteínas 
termoestables), 
3) digestión enzimática ultrarrápida de estas 
parvalbúminas aplicando ultrasonidos de alta 
intensidad focalizados, 
4) separación e identificación mediante HPLC 
acoplada a espectrometría de masas de 11 
péptidos específicos para las distintas especies, 
5) análisis de la combinación de péptidos 
encontrados en la muestra. Dicha combinación es 
diferente según el género y especie y además 
permite confirmar la procedencia geográfica del 
especimen. 
 
 
ASPECTOS INNOVADORES 
 
- Permite identificar todas las especies principales de merluza y merluza de cola con interés comercial. 
- Aplicación de herramientas de proteómica de alta sensibilidad y especificidad. 
- Utilización de proteínas termostables (parvalbúminas) que no sufren modificaciones apreciables a lo largo de la 
cadena alimentaria aunque las misma implique conservación, procesado o pre-cocinado. 
- Se ha logrado caracterizar todas las isoformas de parvalbúminas presentes en todas las especies de merluza o 
merluza de cola y determinar marcadores peptídicos específicos de las mismas. 
- Aplicación de digestión ultrarrápida de proteínas mediante ultrasonidos de alta intensidad focalizados. 
 
VENTAJAS COMPETITIVAS 
 
- Sencillez. 
- Gran especificidad y sensibilidad. 
- Rapidez (menos de 2 horas). 
- Aplicable a todas las especies comerciales de merluza y merluza de cola más importantes, independientemente 
de su origen geográfico. 
- Aplicable a cualquier etapa de la cadena alimentaria, en cualquier producto o subproducto ya sea fresco, 
refrigerado, congelado, procesado o precocinado. 
 
PALABRAS CLAVE 
 
Identificación de peces, pescado, Merlucciidae, Merluccius, Macruronus, merluza, proteínas termoestables, 
parvalbúmina. 
 
SOLICITUD DE PATENTE 
 
200603287, solicitada a 27-12-2006 
MUESTRA PROBLEMA/PROBLEM SAMPLE
Productos frescos, refrigerados, congelados, procesados
o precocinados/
Fresh products, refrigerated, frozen and/or processed 
and/or precooking
EXTRACCIÓN PROTEÍNAS SARCOPLÁSMICAS/
SARCOPLASMIC PROTEINS EXTRACTION
PURIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS TERMOSTABLES (PARVALBÚMINAS)/
PURIFICATION OF THERMOSTABLE PROTEINS (PARVALBUMINS)
DIGESTIÓN PEPTÍDICA CON TRIPSINA CON ULTRASONIDOS DE ALTA INTENSIDAD 
FOCALIZADOS/
PEPTIDE DIGESTION WITH TRYPSIN WITH HIGH INTENSITY FOCUSING ULTRASOUNDS
Tiempo/Time: 20 min
Tiempo/Time: 25 min
Tiempo/Time: 2 min
Tiempo/Time: 60 min
DETERMINACIÓN DE 11 PÉPTIDOS ESPECÍFICOS POR LC-MS/
DETERMINATION OF 11 SPECIFIC PEPTIDES BY LC-MS
RT: 0.00 - 60.19
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No merluza, no merluza de cola/
No hake, no longtail hake
Si merluza/Yes hake
FIN DEL PROCEDIMIENTO/
END PROCEDURE
IDENTIFICACIÓN ESPECIE CONCRETA/
IDENTIFICATION OF CONCRET SPECIES 
Si merluza de cola/
Yes longtail hake
ESPECIE/SPECIES: Macruronus 
novaezelandie
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De Novo Mass Spectrometry Sequencing and Characterization of
Species-Specific Peptides from Nucleoside Diphosphate Kinase B for
the Classification of Commercial Fish Species Belonging to the
Family Merlucciidae
Mo´nica Carrera,*,† Benito Can˜as,‡ Carmen Pin˜eiro,† Jesu´s Va´zquez,§ and Jose´ Manuel Gallardo†
Departamento Tecnologı´a de Alimentos, Instituto de Investigaciones Marinas (IIM-CSIC),
Vigo, Pontevedra, Spain, Departamento Quı´mica Analı´tica, Facultad de Quı´mica,
Universidad Complutense de Madrid, Spain, and Laboratorio Quı´mica de Proteı´nas y Proteo´mica,
Centro de Biologı´a Molecular Severo Ochoa, Madrid, Spain
Received April 5, 2007
The characterization by de novo peptide sequencing of the different protein nucleoside diphosphate
kinase B (NDK B) from all the commercial hakes and grenadiers belonging to the family Merlucciidae
is reported. A classical proteomics approach, consisting of two-dimmensional gel electrophoresis, tryptic
in-gel digestion of the excised spots, MALDI-TOF MS, LC-MS/MS, and nanoESI-MS/MS analyses,
was followed for the purification and characterization of the different isoforms of the NDK B.
Fragmentation spectra were used for de novo peptide sequence. A high degree of homology was found
between the sequences of all the species studied and the NDK B sequence from Gillichthys mirabilis,
which is accessible in the protein databases. Particular attention was paid to the differential
characterization of species-specific peptides that could be used for fish authentication purposes. These
findings allowed us to propose a rapid and effective classification method, based in the detection of
these biomarker peptides using the selective ion reaction monitoring (SIRM) scan mode in mass
spectrometry.
Keywords: proteomics ¥ nucleoside diphosphate kinase ¥ fish ¥ de novo sequencing ¥ mass spectrometry ¥ selective
ion reaction monitoring ¥ NDK ¥ SIRM
Introduction
The family of nucleoside diphosphate kinases (NDK) (EC
2.7.4.6) comprises a specific group of ubiquitous housekeeping
phosphotransferases. They are implicated in maintaining the
pool of intracellular nucleoside triphosphates (NTPs) required
for biosynthesis, catalyzing the non-substrate-specific conver-
sion of nucleosides diphospate (NDP) to nucleoside triphos-
phate (NTP).1 Particularly, NDK catalyzes the reversible transfer
of a terminal ç-phosphoryl group (P) from NTP to NDP
involving a conserved histidine residue (His) as intermediate,
by means of a ping-pong mechanism:
Such enzymes have been highly conserved throughout evolu-
tion (>40% identity between prokaryotes and eukaryotes),
having been isolated from a variety of organisms and cell types,
including prokaryotes, lower and higher eukaryotes, mouse, rat,
and human.2-4 They are ubiquitously distributed, particularly
in the nucleus, in the cytoplasm associated to the microtubules,
on the cell surface, in the mitochondria, and in the extracellular
fluid.5
NDKs have been implicated in the biological regulation of
growth, development, apoptosis, and differentiation. However,
other relevant functions have also been reported, as the
suppression of metastasis in tumors,6 the activity of histidine-
dependent protein kinase,7 and the 3′-5′ exonuclease activity.8
Moreover, there is also evidence about that NDK proteins
promote tumor formation and play various roles in normal
development and cellular proliferation.4,9
In higher animals, NDKs are encoded by several genes, called
nm23 (nonmetastatic 23) genes, on the basis of their reported
action as tissue specific metastasis inhibitors.6 Eight nm23
genes have been identified in the human genome;6 two of them,
known as nm23-H1 and nm23-H2, are the most studied. These
genes code for polypeptide chains, called NDK A and NDK B,
which present a high degree of similarity (88%). They have
about 150 residues and a molecular weight between 16 and 20
kDa. However, their isoelectric points are different, because of
the substitution of several acidic amino acids in NDK A by basic
* To whom correspondence should be addressed. Mo´nica Carrera,
Instituto de Investigaciones Marinas (IIM-CSIC). Eduardo Cabello 6. E-36208
Vigo, Pontevedra, Spain; Phone, +34 986 231930; Fax, +34 986 292762;
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High-sensitivity analysis of specific peptides in
complex samples by selected MS/MS ion monitoring
and linear ion trap mass spectrometry: Application to
biological studies
Inmaculada Jorge,1 Elisabet Miro´ Casas,2 Margarita Villar,1 Inmaculada Ortega-Pe´rez,3
Daniel Lo´pez-Ferrer,1 Antonio Martı´nez-Ruiz,3 Mo´nica Carrera,5 Anabel Marina,1
Pablo Martı´nez,1 Horacio Serrano,1,6 Benito Can˜as,7 Felipe Were,3 Jose´ Manuel Gallardo,5
Santiago Lamas,4 Juan Miguel Redondo,3 David Garcı´a-Dorado2 and Jesu´s Va´zquez1∗
1 Protein Chemistry and Proteomics Laboratory, Centro de Biologı´a Molecular Severo Ochoa, CSIC, Madrid, Spain
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Mass spectrometry (MS) is a technique of paramount importance in Proteomics, and developments in this
field have been possible owing to novel MS instrumentation, experimental strategies, and bioinformatics
tools. Today it is possible to identify and determine relative expression levels of thousands of proteins
in a biological system by MS analysis of peptides produced by proteolytic digestion. In some situations,
however, the precise characterization of a particular peptide species in a very complex peptide mixture
is needed. While single-fragment ion-based scanning modes such as selected ion reaction monitoring
(SIRM) or consecutive reaction monitoring (CRM) may be highly sensitive, they do not produce MS/MS
information and their actual specificity must be determined in advance, a prerequisite that is not usually
met in a basic research context. In such cases, the MS detector may be programmed to perform continuous
MS/MS spectra on the peptide ion of interest in order to obtain structural information. This selected
MS/MS ionmonitoring (SMIM) mode has a number of advantages that are fully exploited byMS detectors
that, like the linear ion trap, are characterized by high scanning speeds. In this work, we show some
applications of this technique in the context of biological studies. These results were obtained by selecting
an appropriate combination of scans according to the purpose of each one of these research scenarios.
They include highly specific identification of proteins present in low amounts, characterization and
relative quantification of post-translational modifications such as phosphorylation and S-nitrosylation and
species-specific peptide identification. Copyright  2007 John Wiley & Sons, Ltd.
KEYWORDS: proteomics; tandem mass spectrometry; linear ion trap; ion monitoring; post-translational modifications;
protein identification
INTRODUCTION
The term proteome was first coined to describe the set
of proteins encoded by a particular genome.1 Proteomics
ŁCorrespondence to: Jesu´s Va´zquez, Centro de Biologı´a Molecular
Severo Ochoa, Universidad Auto´noma de Madrid, 28049
Cantoblanco, Madrid, Spain. E-mail: jvazquez@cbm.uam.es
is concerned with determining the structure, expression,
localization, biochemical activity, interactions, and cellular
roles of as many proteins as possible. There has been a
great progress owing to novel instrumentation, experimen-
tal strategies, and bioinformatics tools.2 Two decades after
the discovery of electrospray ionization (ESI) and matrix-
assisted laser desorption ionization (MALDI), which, at last,
allowed the gentle ionization of large biomolecules, mass
Copyright  2007 John Wiley & Sons, Ltd.
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Identification of commercial hake and grenadier species
by proteomic analysis of the parvalbumin fraction
Mónica Carrera1, Benito Cañas2, Carmen Piñeiro1, Jesús Vázquez3 and José Manuel Gallardo1
1 Instituto de Investigaciones Marinas, Vigo, Pontevedra, Spain
2 Dpto. Química Analítica, Facultad de Química, UCM, Madrid, Spain
3 Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, Laboratorio de Química de Proteínas, Madrid, Spain
Analysis of parvalbumin fractions through proteomic methodologies allowed the differential
classification of ten commercial, closely related species of the family Merlucciidae. Muscle
extracts from nine hake species of the genus Merluccius including two subspecies of Merluccius
australis (australis and polylepsis) and one grenadier species Macruronus novaezelandiae with two
populations (novaezelandiae and magellanicus) were evaluated by 2-DE and MALDI-TOF MS.
2-DE demonstrated that the species tested displayed a low intra-specific degree of polymorphism
and the isoform patterns were noticeably species-specific. MALDI-TOF mass fingerprints
showed clear differences in the pattern of peptides produced by tryptic digestion between the
Merluccius and the Macruronus, making the genus differentiation possible. In addition, a selective
peptide mass present in the spectra from certain hakes allowed its classification in two groups:
Euro-African and American hakes. Besides, some specific masses allowed a clearly individual
identification for M. bilinearis, M. australis polylepsis, M. australis australis, M. productus, M. para-
doxus and M. polli, while the rest of the hake species can be grouped in two clusters, comprising
M. hubbsi and M. gayi in one and M. merluccius and M. capensis in the other.
Received: December 14, 2005
Revised: May 16, 2006
Accepted: June 4, 2006
Keywords:
Fish identification / MALDI-TOF MS / Merlucciidae / Parvalbumin
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1 Introduction
In some countries, the family Merlucciidae constitutes an
important percentage of the overall fish consumption. This
family comprises four different genera: Lyconodes, Lyconus,
Merluccius and Macruronus [1] but only the last two are of
interest to the fishing industry. From a qualitative point of
view, some members of this family are more appreciated
than others for consumption, due to their different sensory
features, giving rise to different market values. Among them,
the specimens belonging to the genus Merluccius, commonly
known as hakes, have higher commercial value, being pre-
ferred over the species belonging to the genus Macruronus,
known as grenadiers. Within this genus, only Ma. novaeze-
landiae deserves special fishing interest.
Conventional identification of unprocessed fish is done
by the examination of their morphological characteristics.
However, due to the development of the fishing industry,
marine products can be processed, either on board or after
landing, making often impossible the appreciation of their
external anatomical or morphological features. To avoid
cases of substitution of certain fish species by others with
less commercial value, a number of global regulations have
been implemented [2] to assure a complete and correct
information, guaranteeing market transparency. As a con-
sequence, these regulations make highly recommendable
the development of the necessary analytical tools to make
possible distinguishing between closely related species.
DNA-based [3–5] and protein identification methodologies
[6–8] have been used with authentication purposes. Recently,
the proteomics tools have been applied in the fishing indus-
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